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Einführung 
Glioblastom 
Hochgradige Gliome machen ca. 70% der jährlich neu diagnostizierten malignen intrakraniellen Tumoren 
im Erwachsenenalter aus. In Europa beträgt ihre Inzidenz ca. 5/100.000 mit einer Prävalenz von mehr als 
100.000 Patienten (Reni, Mazza et al. 2017). In Deutschland werden jedes Jahr mehr als 7.000 neue Fälle 
maligner Gliome diagnostiziert. Die absolute Zahl bösartiger Neubildungen hat in den letzten Jahren, 
bedingt zum Teil durch den demografischen Wandel, weiter zugenommen (Robert-Koch-Institut 2017). 
Glioblastome (GBM) machen mehr als 60-70% aller malignen Gliome aus, anaplastische  
Astrozytome 10-15% und anaplastische Oligodendrogliome und Oligoastrozytome 10% (Fisher, 
Schwartzbaum et al. 2007). Daneben bestehen seltenere Tumorentitäten, wie anaplastische Ependymome 
oder anaplastische Gangliogliome (Wen and Kesari 2008).  
Obwohl relativ selten, sind höhergradige hirneigene Tumoren mit einer überproportionalen Morbidität und 
Mortalität verbunden. Trotz optimaler Behandlung beträgt das mediane Überleben nur 12 bis 15 Monate 
für Patienten mit Glioblastom und 2 bis 5 Jahre bei Patienten mit anaplastischen Gliomen  
(Buckner 2003, Stupp, Mason et al. 2005, Kawano, Hirano et al. 2015). Die relativen 5-Jahres-Über-
lebensraten für bösartige ZNS-Tumoren liegen insgesamt für Männer bei 20% und für Frauen bei 23%, 
wobei Glioblastome mit Werten unter 10% deutlich schlechtere Prognosen aufweisen. 
Für die meisten malignen Gliome kann keine einzelne Ursache identifiziert werden und als einziger 
nachgewiesener Risikofaktor ist die Exposition gegenüber ionisierender Strahlung diskutiert worden 
(Fisher, Schwartzbaum et al. 2007). Weitere mögliche Risikofaktoren, wie chemische Substanzen, Mobil-
Telefon-Benutzung oder Mikrowellen-Strahlung, bleiben umstritten (Reni, Mazza et al. 2017).  
Die klinische Präsentation von Gliomen ist unspezifisch. Die Patienten werden häufig mit einer Vielzahl von 
neurologischen Symptomen auffällig, abhängig von der Lokalisation, Größe und dem Umgebungsödem der 
Läsion. Glioblastome zeigen häufig makroskopisch zystische Formationen. Es wurde postuliert, dass solche 
morphologischen Eigenschaften mit einer unterschiedlichen Prognose korreliert sein könnten, welches sich 
jedoch in weiteren Studien nicht bestätigen ließ (Kaur, Bloch et al. 2011, Nestler, Lutz et al. 2015). 
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Pathophysiologie 
Glioblastome sind histologisch heterogene und invasive Tumore des zentralen Nervensystems.  Sie können 
entweder de novo entstehen (primäres Glioblastom) oder aus einem niedrig-gradigen Gliom malignisieren 
(sekundäres Glioblastom). Das Glioblastom entspricht also einem gemeinsamen phänotypischen Endpunkt, 
welchem unterschiedliche genetische Ereignisse zugrunde liegen können (Reni, Mazza et al. 2017). Primäre 
Glioblastome zeigen beispielweise häufiger EGFR- und TERT-Promoter Mutationen, sowie einen Verlust 
oder Mutationen von PTEN, wobei sekundäre GBMs durch p53-, p16-, PDGF-Rezeptor alpha- und IDH1-
Mutationen charakterisiert werden. Klinisch verhalten sich die primären Glioblastome aggressiver als die 
sekundären und sprechen weniger gut auf die Therapie an (Valdes-Rives, Casique-Aguirre et al. 2017).  
Ähnlich wie bei anderen Tumorentitäten, ergibt sich die maligne Transformation der Gliome aus der 
Ansammlung genetischer Aberrationen und der Deregulierung von Signalkaskaden (Braun, Oppermann et 
al. 2012, Pearson and Regad 2017). Glioblastome zeigen unter anderem eine intrinsische Deregulierung von 
apoptotischen Mechanismen. Zudem aktivieren sowohl die chemotherapeutische Behandlung als auch die 
Radiotherapie Zellüberlebens-Mechanismen, welche die Therapiewirksamkeit vermindern. Des Weiteren 
zeigen maligne Gliome Unterschiede in metabolischen Stoffwechselwegen im Vergleich zu gesunden glialen 
Zellen (Meixensberger, Herting et al. 1995, Bunik, Mkrtchyan et al. 2016).  
Besondere pathophysiologische Bedeutung, sowohl für die Tumorgenese als auch für den Effekt der 
Therapie, haben die Tumorstammzellen (Wen and Kesari 2008, Katsushima and Kondo 2014). Die exakte 
zelluläre Herkunft dieser Stammzellen ist jedoch noch unbekannt. Mögliche Vorläufer sind neurale 
Stammzellen und gliale Progenitorzellen, welche in multiplen Regionen des zentralen Nervensystems 
nachgewiesen werden können, hauptsächlich in der subventrikulären Zone. Diese Zellen haben durch eine 
Dysfunktion der Kontrollmechanismen für Proliferation und Differenzierung das Potential zur 
neoplastischen Transformation (Lee, Lee et al. 2018). Des Weiteren ergibt sich eine zunehmende Evidenz 
für die Rolle dieser Stammzellen bei der Resistenzentwicklung von malignen Gliomen gegenüber 
Standardtherapien (Silver and Lathia 2017). 
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Diagnose 
Der Verdacht auf ein malignes Gliom wird meistens mittels einer kraniellen Bildgebung, wie MRT oder CT 
gestellt und die Diagnose wird durch die histopathologische Untersuchung bestätigt (DeAngelis 2001). 
Seit der ersten Beschreibung von Hirntumoren durch Virchow (Virchow 1863) und dem ersten Versuch einer 
Klassifikation durch Bailey und Cushing (Bailey P 1926) erfolgte die Unterteilung der Hirntumore anhand 
von mikroskopischen morphologischen Eigenschaften und deren Ähnlichkeit mit den vermuteten 
Vorläuferzellen. Dies blieb bis vor kurzem auch die Basis der WHO-Klassifikation und Gradierung  
(Banan and Hartmann 2017).   
Hingegen wurde in der aktualisierten 4. Ausgabe der WHO-Klassifikation von 2016 eine integrierte Diagnose 
eingeführt. Bei dieser werden neben der histologischen Klassifikation (z.B. Astrozytoma, 
Oligodendroglioma) häufig auftretende und mit der Prognose einhergehende molekularbiologische Marker 
(z.B. Chromosomenaberrationen, wie 1p/19q Kodeletion, IDH Mutation) mitberücksichtigt und können als 
molekulare Diagnose die lichtmikroskopische histologische Diagnose des Gehirntumors entscheidend 
verändern (Louis, Perry et al. 2016).  
Biomarker und Therapie 
Die Behandlung neu-diagnostizierter Glioblastome beinhaltet die möglichst vollständige neurochirurgische 
Resektion, und anschließend eine kombinierte Radio- und Chemotherapie (Lara-Velazquez, Al-Kharboosh 
et al. 2017). Trotz optimaler Behandlung kommt es bei den malignen Gliomen regelmäßig zu einem Rezidiv 
(Delgado-Lopez and Corrales-Garcia 2016). Zudem ist es erwiesen, dass Glioblastom-Patienten teils sehr 
unterschiedliche Prognosen haben. Deswegen wird weiterhin versucht, klinische und molekulare Marker zu 
identifizieren, mit welchen die Patienten in prognostisch unterschiedliche Risikogruppen klassifiziert 
werden können (Lamborn, Chang et al. 2004, Nestler, Lutz et al. 2015). Solche Biomarker können sich auf 
onkogenetische, tumorimmunologische, angiogenetische oder epigenetische Veränderungen beziehen 
(Nicolaidis 2015). Die Wichtigkeit solcher Faktoren wird auch in der aktuellen WHO-Klassifikation 
unterstrichen, in der erstmals molekularbiologische Eigenschaften bei der Diagnosestellung berücksichtigt 
werden.   
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Eine Rolle der molekularen Marker ist die Differenzierung zwischen primären und sekundären 
Glioblastomen, welche eine wesentlich unterschiedliche Prognose aufweisen. Von den multiplen 
genetischen Unterschieden zwischen beiden Entitäten, scheint das Vorliegen einer IDH-Mutation der 
wichtigste Faktor zu sein. IDH1-Mutationen kommen in mehr als 80% der astrozytären oder 
oligodendroglialen Tumoren WHO II oder III vor, die zum Teil Vorläufer sekundärer Glioblastome sind. Im 
Gegensatz dazu werden sie sehr selten in pilozytischen Astrozytomen (WHO I) oder weiteren ZNS-
Neoplasien nachgewiesen. 
IDH2-Mutationen sind seltener und kommen meistens in anaplastischen Oligodendrogliomen und 
Oligoastrozytomen vor. Es gibt Hinweise darauf, dass IDH-Mutationen ein frühes Ereignis in der 
Tumorgenese solcher Gliome sind. Das IDH1 Gen kodiert Isocitrat-Dehydrogenase 1, ein Enzym, welches 
am Citrat-Zyklus beteiligt ist. IDH1/2 Mutationen reduzieren die Aktivität des Enzyms, nämlich die 
Oxydierung und Decarboxylierung von Isocitrat und führen in der Folge zur Erhöhung des 
Transkriptionsfaktors „Hypoxie-induzierter Faktor 1a“ (HIF-1a) in der Zelle. Dieser wiederum induziert durch 
seine Target-Gene  GLUT1, VEGF und PGK1 die Angiogenese und beschleunigt somit das Tumorwachstum 
(Ohgaki and Kleihues 2013). Weitere molekulare Marker für Glioblastome sind die erhöhte Expression von 
ELTD1, welche mit erhöhter Angiogenese und schlechterer Prognose korreliert wird, die Deletion des 
Tumorsuppressors PTEN auf dem Chromosom 10q23 (Nicolaidis 2015), der Verlust der Heterozygotie in 
Chromosom 10, die Amplifikation von EGFR sowie Mutationen von p53 und PDGFRA  
(Sasmita, Wong et al. 2018). 
Das derzeit am häufigsten verwendete Chemotherapeutikum ist Temozolomid, ein alkylierendes 
Zytostatikum, welches die DNA in den N7 oder O6 Positionen des Guanosins alkyliert, zumeist wird eine 
Methylgruppe angefügt (Valdes-Rives, Casique-Aguirre et al. 2017). Der therapeutische Effekt des 
Temozolomids wird von der Translationsrate des MGMT-Gens in den Glioblastomzellen beeinflusst. MGMT 
kodiert für O6-alkylguanine-DNA-alkyltransferase (AGT), ein wichtiges zelluläres Reparaturenzym bei DNA-
Schäden. In einer begleitenden Studie zu der EORTC-NCIC, wurden Glioblastome auf epigenetische 
Veränderungen des MGMT-Gens hin untersucht. Es zeigte sich, dass die Methylierung des MGMT-
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Promoters auf der DNA das Silencing des MGMT-Gens verursacht und somit eine Verringerung der  
DNA-Reparaturaktivität herbeiführt, was in einem besseren Ansprechen der Tumorzellen auf die 
Temozolomid-Therapie resultiert (Hegi, Diserens et al. 2005, Stupp, Mason et al. 2005).    
Die genaue Identifizierung der genetischen Veränderungen in Glioblastomen könnte weitere molekulare 
Marker ergeben, welche zu diagnostischen, prognostischen oder therapeutischen Zwecken dienen 
(Parsons, Jones et al. 2008). Somit würde eine Frühdiagnose ermöglicht, sowie durch eine Subgruppierung 
der Patienten die Anwendung von gezielten, Genotyp-spezifischen Therapien zur Verbesserung der 
aktuellen Prognose. Informationen über solche Veränderungen werden unter anderem durch die 
proteomische Analyse der Tumore erhoben. 
Proteom - Sekretom 
Die in den letzten Jahren zunehmende Verfügbarkeit von "Omics"-Daten schafft einzigartige Möglichkeiten 
zur Charakterisierung der biologischen Prozesse in Malignomen sowie deren Korrelation mit klinischen 
Phänotypen. Diese beinhalten die Untersuchung der genomischen Variation (Genomiks), der  
DNA-Methylierung (Epigenomik), der Genexpression (Transkriptomik) und der Proteinexpression sowie 
deren Modifikationsstatus (Proteomik) (Yu and Snyder 2016).  
Als Proteom wird die Ausstattung der Zelle mit Proteinen und Peptiden definiert, welche zwar alle durch 
das zelluläre Genom kodiert werden, aber in unterschiedlichem Ausmaß in mRNA transkribiert werden, und 
dann noch translatiert werden müssen, um zur Expression zu kommen. Die Formation und Entwicklung von 
Malignomen beinhaltet Veränderungen im Stoffwechsel von Peptiden und Proteinen. Diese Veränderungen 
können verschiedenen Stadien in der Erkrankung entsprechen und somit ein großes diagnostisches und 
prognostisches Potential haben (Cohen, Yossef et al. 2011). Heutzutage wird eine Reihe von 
hochauflösenden experimentellen Methoden verwendet, um die Proteom-Profile von Malignomen zu 
analysieren, einschließlich Antikörper-basierter Methoden, Massenspektrometrie und Protein-Arrays 
(Niclou, Fack et al. 2010, Yu and Snyder 2016). 
Solche Methoden werden immer häufiger auch in Glioblastomen angewendet. Der Vergleich der dadurch 
entstehenden Proteom-Profile mit dem Profil von gesundem Gewebe ergibt Hinweise auf veränderte  
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physiologische Zellmechanismen (Collet, Guitton et al. 2011, Song, Lu et al. 2017) oder Ähnlichkeiten zur 
physiologischen Differenzierung und Entwicklung des zentralen Nervensystems (Yu, Feng et al. 2016). In 
ähnlicher Weise werden die zellulären Vorgänge, durch welche die Glioblastom-Stammzellen zur 
Therapieresistenz und Entwicklung von Rezidiven beitragen, untersucht (Mostovenko, Vegvari et al. 2018). 
Ein weiterer Aspekt der proteomischen Analyse von Glioblastomen ist die Untersuchung posttranslationaler 
Veränderungen von Proteinen und deren Einfluss auf die Proteinfunktion (Hutter, Sailer et al. 2017).  
Eine Unterkategorie des Proteoms ist das Sekretom. Der Begriff "Sekretom" wurde erstmalig von Tjalsma 
et al. in einer genomweiten Untersuchung sezernierter Proteine in Bacillus subtilis verwendet und umfasst 
Proteine, die von einer Zelle, einem Gewebe oder einem Organismus durch verschiedene 
Sekretionsmechanismen freigesetzt werden (Tjalsma, Bolhuis et al. 2000). Es wird angenommen, dass 
sezernierte Proteine von ungefähr 10% des menschlichen Genoms kodiert werden. Diese nehmen an 
verschiedenen physiologischen Prozessen wie der Immunabwehr, der Blutgerinnung und der zellulären 
Signalübertragung teil (Hathout 2007). In der Tumorbiologie spielt das Sekretom eine entscheidende Rolle 
bei der Untersuchung pathologischer Prozesse wie Onkogenese, Differenzierung, Invasion und 
Metastasierung. Zusätzlich können sezernierte Proteine als potentielle Kandidaten für Biomarker eingesetzt 
werden (Morimoto, Killeen et al. 2013, Sun, Zhang et al. 2016). Neben den in die Blutbahn, den Urin oder 
den Liquor freigesetzten Produkten, können auch in Nekrosen oder Retentionszysten sequestrierte 
biologische Flüssigkeiten mit von den malignen Zellen produzierten Proteinen angereichert sein (Pavlou and 
Diamandis 2010). 
In diesem Zusammenhang wurde die Bedeutung der Zysten-Flüssigkeit von Glioblastomen seit längerer Zeit 
diskutiert. Es wird postuliert, dass diese Zysten durch die Degeneration und anschließende nekrobiotische 
Degradation von Tumorgewebe, oder auch durch die aktive Sekretion löslicher Faktoren entstehen. In dem 
Fall der aktiven Sekretion können diese Faktoren eine autokrine Funktion aufweisen, welche die 
Neovaskularisation, die Proliferation oder die metastatische Infiltration der Tumore unterstützt. Aber auch, 
wenn solche Faktoren lediglich Beiprodukten der Tumorzellen entsprächen, könnten durch ihre 
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Untersuchung neue Tumormarker identifiziert werden (Westphal, Nausch et al. 1989, Luhtala, Aslanian et 
al. 2017). 
Unter dieser Annahme untersuchten Hoelscher et al. Zysten-Flüssigkeit von zystischen Glioblastomen mit 
der Methode der SELDI-TOF Massenspektrometrie. Es wurde unter anderem eine Protein-Bande mit dem 
Molekulargewicht von 6424 Dalton dargestellt, welche im Liquor gesunder Patienten nicht nachweisbar war 
(Hoelscher, Richter et al. 2013). 
Bioinformatische Proteom-Daten stehen in großer Menge und weltweit zugänglich in Online-Datenbanken 
für Wissenschaftler zur Verfügung. ExPASy (von „Expert Protein Analysis System“) ist ein Portal für 
bioinformatische Werkzeuge und Biochemie-Datenbanken, welches vom Schweizer Institut für 
Bioinformatik (SIB) geleitet wird. Mithilfe dieses wichtigen Servers für die Proteinanalytik konnten der 
Bande bei 6424 Dalton die potentiell zugrundeliegenden Proteine ApoC1, LuzP6 und OCC-1 zugeordnet 
werden. 
Immunhistochemie und Antikörperherstellung 
Seit der ersten Veröffentlichung im Jahre 1941, ist die Immunhistochemie ein Routine-Werkzeug sowohl in 
der Diagnostik als auch in der Forschung geworden. Basierend auf der spezifischen Interaktion zwischen 
Antikörper und Antigen sowie durch die Verbesserung und Weiterentwicklung der Antikörperherstellung 
und der Markierungsmöglichkeiten (z.B. enzymatisch-, fluoreszenz-, radioaktiv-basiert) ist die 
Immunhistochemie weiterhin unverzichtbar in der proteomischen Analyse, ergänzend zu den übrigen 
biochemischen Verfahren (Coons AH 1941, Tansey and Catterall 1994). Nach der Fixierung der zu 
untersuchenden Gewebeproben, z.B. in Paraffin, und der Herstellung histologischer Mikrotom-Schnitte 
werden diese dehydriert und gewaschen. Je nach der gewählten Fixierung und gesuchtem Antigen kann 
eine Vorbehandlung z.B. Erhitzung oder enzymatische Bearbeitung der Präparate, erforderlich sein. 
Anschließend werden der (primäre) Antikörper hinzugefügt und die Schnitte inkubiert bevor, bei der 
indirekten Immunhistochemie, der zweite Antikörper zugegeben wird. Zwei häufig angewandte Enzyme für 
die Farbreaktion bei der enzymatischen Markierung des zweiten Antikörpers sind DAB, welches eine 
 
P. Evangelou - Immunhistochemischer Nachweis der Proteine ApoC1, LuzP6 und Occ1 in Glioblastomen 
 
- 18 - 
bräunliche Färbung ergibt, und AEC, welches eine rötliche Färbung verursacht. Anschließend wird eine 
histologische Basis-Gegenfärbung durchgeführt und die Schnitte werden mikroskopisch untersucht. 
Hauptelement der Methode sind die Antikörper. Für die Gewinnung von Primärantikörpern wird einem 
Labortier (zumeist Maus oder Kaninchen) das aus biologischem Material isolierte oder speziell hergestellte 
Antigen mehrmals über einen bestimmten Zeitraum hinweg injiziert. Durch die Verwendung von Träger-
Makromolekülen für das entsprechende Antigen kann eine stärkere immunologische Reaktion in den 
Labortieren provoziert werden (Tiller and Tessier 2015). 
Anschließend werden für die Herstellung eines polyklonalen Antikörpers das Serum des Tieres gewonnen 
und die Antikörper mit Affinität zum eingesetzten Antigen biochemisch isoliert. Polyklonale Antikörper 
interagieren mit mehreren Epitopen des Antigens, diese Heterogenität hat jedoch den Vorteil, dass kleinere 
Mengen des Antigens besser detektiert werden können. 
Für die Herstellung eines monoklonalen Antikörpers werden Plasmazellen aus der Milz der immunisierten 
Tiere in vitro mit immortalisierten Zellen eines multiplen Myeloms fusioniert. Die entstehenden Hybride 
(Hybridom) sezernieren einen Typus Antikörper ("monoklonal"), diese werden dann auf ihre Spezifizität 
gegenüber dem ursprünglichen Antigen untersucht, und die passenden Hybridom-Klone werden 
ausgewählt und weiter in Kultur gehalten. Vorteil der monoklonalen Antikörper ist deren Spezifizität für 
genau ein Epitop des Zielantigens, verbunden mit der nahezu uneingeschränkten Produktion aus den 
Hybridom-Zellen. Die Entwicklung dieser Methode führte durch die präzisere Planung der Antikörper-
Architektur sowie posttranslationale und chemische Modifikationen zu einer Verbesserung der 
Bindungsaffinität, Bindungsspezifität und Stabilität. 
Real-Time quantitative PCR zur Analyse der Genexpression 
Eines der Hauptstadien in der Regulation der Genexpression ist die DNA Transkription, d.h. die Synthese 
von mRNA Strängen durch RNA-Polymerasen entsprechend der DNA-Vorlage. Insofern ergibt die 
Bestimmung der mRNA eines Gens und der Mengenunterschiede zwischen verschiedenen Proben eine 
wichtige Information über die Expression des Gens. Neben Elektrophorese-basierten Techniken  
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(z.B. Northern Blot) und Mikroarray Analysen ist die real-time quantitative PCR (RT-qPCR) eine in den letzten 
Jahren sehr gut etablierte Technik zur Quantifizierung von mRNA. 
Zunächst wird die mRNA der zu untersuchenden Zellen bzw. Gewebeproben extrahiert. Je nach der 
gewählten Methode kann die Verwendung einer DNase erforderlich sein, um mitextrahierte DNA zu 
eliminieren. Anschließend wird mit Hilfe der reversen Transkriptase eine cDNA synthetisiert. Hierfür 
werden häufig Oligo(dT) Primer eingesetzt, welche komplementär zum Poly-A-Schwanz am 3‘-Ende der 
eukaryotischen mRNA sind. Alternativ können random-Oligonukleotide als Primer verwendet werden. Die 
cDNA wird dann zum Nachweis des gesuchten Genabschnittes mittels PCR amplifiziert. 
Jeder PCR-Zyklus besteht aus drei Stadien. Zuerst wird die doppelsträngige DNA erwärmt, d.h. die 
Brückenbindungen beider Stränge werden geschmolzen und die DNA-Stränge weichen auseinander 
(„Melting“). Nun kann die Anlagerung der Primer an die passenden Sequenzen der DNA-Einzelstränge 
erfolgen („Annealing“). Anschließend folgt die Elongation der Primer durch die DNA-Polymerase zum 
entsprechenden Gegenstrang („Amplification“). Durch die Wiederholung dieser Stadien kommt es zu einer 
exponentiellen Vervielfältigung der von den Primern eingeschlossenen DNA-Sequenz.  
Entscheidend für die PCR Amplifikation ist die Auswahl der zwei Primer, die die Zielsequenz einschließen 
(“forward“ und “backward“), einer für jeden DNA Strang des zu amplifizierenden Segmentes. Um zu 
vermeiden, dass es zur Amplifikation eines als Kontamination zu betrachtenden Bruchstückes genomischer 
DNA kommt, ist es empfehlenswert, dass die zwischen den beiden gewählten Primern befindliche  
cDNA-Sequenz ein Intron des Gens enthält, das während des Splicings der RNA zur mRNA ausgeschnitten 
wird. Anhand der Länge der entstehenden DNA-Stränge kann dann die Amplifikation unprozessierter 
genomischer DNA von der Amplifikation der gesuchten, prozessierten und revers transkribierten mRNA 
unterschieden werden. 
In der real-time PCR erfolgt die kontinuierliche indirekte Bestimmung der amplifizierten DNA Menge nach 
jedem PCR-Zyklus. Hierfür werden DNA-bindende fluoreszierende Farbstoffe (Ethidiumbromid oder  
SYBR-Green I) verwendet. Während der ersten PCR-Zyklen wird als Ausgangssignal der RT-qPCR Reaktion 
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die Hintergrundfluoreszenz des Reaktionsansatzes gemessen. Am Ende jedes weiteren Amplifikationszyklus 
wird das Fluoreszenzsignal erneut gemessen (Abbildung 1); der Unterschied zum Ausgangssignal ist 
proportional zu der Menge der mit dem Farbstoff gebundenen DNA-Moleküle. 
 
Abbildung 1: Beispiel einer Fluoreszenzkurve. Auf der x-Achse ist die Anzahl der PCR-Zyklen angegeben und 
auf der y-Achse das Fluoreszenzsignal. Die horizontale Linie entspricht der prädefinierten Schwelle 
(“Threshold“) des Fluoreszenzsignals über der Hintergrundfluoreszenz des Reaktionsgemisches. Die Kurven 
zeigen das gemessene Fluoreszenzsignal nach jedem PCR-Zyklus.  
Zur Quantifizierung der Reaktion wird die Anzahl der erforderlichen PCR-Zyklen gezählt, bis das 
Fluoreszenzsignal eine prädefinierte Schwelle (Beginn der linearen Amplifikationslinie) überschreitet  
(CT - „cycles to threshold“). Wenn die Effizienz der PCR-Reaktion für die bestimmte Primer-Polymerase 
Kombination und für eine bestimmte DNA-Sequenz bekannt ist, kann mit dem CT Wert anhand einer bereits 
etablierten Standard-Kurve eine sogenannte „absolute Quantifizierung“ der amplifizierten DNA erfolgen. 
Alternativ kann durch eine „relative Quantifizierung“ die unterschiedliche Expression eines gesuchten Gens 
zwischen experimentellen Gruppen beschrieben werden. Zur Kontrolle für die experimentelle Variabilität 
wird der gemessene CT-Wert des gesuchten Gens gegen den CT-Wert eines Referenz-Gens  
(z.B. Housekeeping Gen, wie β-Actin oder TATA-Box Binding Protein) normalisiert. Die am häufigsten 
verwendeten Methoden sind die ΔCT, bei der die Differenz beider o.g. CT-Werte berechnet wird, und die 
ΔΔCT, bei welcher eine zusätzliche Normalisierung gegen eine weitere Kontroll-Gruppe erfolgt. In beiden 
Fällen wird das Ergebnis, welches dem Beginn der exponentiellen DNA-Amplifikation entspricht, linear 
transformiert. 
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Kandidaten-Proteine für die Bande 6424 Dalton 
Unter Annahme einer Messgenauigkeit von 0,3% der SELDI-TOF Methode zur Molgewichtbestimmung 
waren drei Proteine in der ExPASy Protein-Datenbank als ursächlich für die 6424 Dalton Bande recherchiert 
worden (Hoelscher, Richter et al. 2013): Apolipoprotein C-1 (ApoC-1), Overexpressed in Colon Carcinoma 1 
Protein (OCC1) und Leucine Zipper Protein 6 (LUZP6), deren Vorhandensein in Glioblastomen bisher nicht 
beschrieben ist. Die in der vorliegenden Arbeit eingehender untersuchten Proteine ApoC-1, LUZP6 und  
OCC-1 werden im Folgenden vorgestellt. 
Tabelle 1: Kandidaten-Proteine 
Protein Peptidsequenz Antikörper Immunogensequenz des Antikörpers Primer 
ApoC-1  
MRLFLSLPVL VVVLSIVLEG 
PAPAQGTPDV SSALDKLKEF 
GNTLEDKARE LISRIKQSEL 
SAKMREWFSE TFQKVKEKLK 
IDS 
 
ApoC-
1Abnova 
MRLFLSLPVL VVVLSIVLEG 
PAPAQGTPDV SSALDKLKEF 
GNTLEDKARE LISRIKQSEL 
SAKMREWFSE TFQKVKEKLK 
IDS 
 
ApoC1_172:  
CCAGACGTCTCCAGTGCCTTGGATAA 
 
ApoC1_321: 
CTCCTTCACTTTCTGAAATGTCTCTG  
ApoC-1Sigma 
28-PDV SSALDKLKEF 
GNTLEDKARE LISRIKQSEL 
SAKMREWFSE TFQKVKE-77 
LUZP6  
MKSVISYALY QVQTGSLPVY 
SSVLTKSPLQ LQTVIYRLIV 
QIQHLNIPSS SSTHSSPF 
 
LUZP61-29 
1-MKSVISYALY QVQTGSLPVY 
SSVLTKSPL-29 
 
 
LUZP6_3197: 
AGTCATTTCATATGCACTATATCAAG 
 
LUZP6_3353: 
GCTATGCGTAGAAGAACTACTT 
 
 
 
LUZP630-58 
 
30-Q LQTVIYRLIV QIQHLNIPSS 
SSTHSSPF-58 
OCC-1  
MGCGNSTATS AGAGQGPAGA 
AKDVTEESVT EDDKRRNYGG 
VYVGLPSEAV NMVSSQTKTV 
RKN 
 
C12orf75 
 
MGCGNSTATS AGAGQGPAGA 
AKDVTEESVT EDDKRRNYGG 
VYVGLPSEAV NMVSSQTKTV 
RK-62 
 
C12orf75_316: 
AGCCAAAGATGTAACAGAAGAATCCG 
 
C12orf75_405: 
ACAGCTTCAGATGGTAGGCCAAC 
 
  
MTQESRACSS WKEFGSVGR 
CNVHRHFQGN SKQSPFPFAF 
PQILSVYIKP WVHIVVVIEG 
NWLNSTLVYG TFCGHLRKTS 
 
OCC-1Abnova 
 
22-NVHRHFQGN SKQSPF-36 
 
OCC1Abnova _465: 
GACTCAAGAATCAAGAGCTTGCTCAT 
 
OCC1Abnova _644: 
TTCCCTTCTATTACCACAACAATATG 
 
 
Apolipoprotein C-1 (ApoC-1) 
Plasma Apolipoprotein (Apo) C-1 ist ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 6631 Da, bestehend 
aus 57 Aminosäuren mit entschlüsselter Sequenz (Tabelle 1). Das Gen befindet sich auf dem Chromosom 
19q13.32, hat eine Länge von 689bp und enthält 5 Exons (NCBI RefSeq NG_012859.1). Es wurden viele 
Splice-Varianten für ApoC-1 beschrieben, von denen eine für ein trunkiertes Protein mit Molekulargewicht 
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6432 Dalton kodiert (Groll, Frenzel et al. 2018). ApoC-1 wird in erster Linie in der Leber produziert und in 
die Zirkulation sezerniert. ApoC-1 ist eine aktive Komponente des Lipoprotein-Metabolismus im 
Zusammenhang mit den Triglycerid-reichen Chylomikronen und den „very low density“ Lipoproteinen 
(VLDL). Im Rahmen des Metabolismus dieser Lipoproteine, wird ApoC-1 auf high-density-Lipoproteine (HDL) 
übertragen (Lauer, Walker et al. 1988). Die weitgehend spiralförmige Struktur sowie die Funktion des 
Polypeptids im Lipidmetabolismus sind gut beschrieben (Schaefer, Eisenberg et al. 1978). 
Eine Expression des Gens findet jedoch nicht nur in der Leber statt, sondern z.B. auch in den Makrophagen. 
Eine signifikante Expression konnte zudem in der Lunge und in der Milz nachgewiesen werden  
(Lauer, Walker et al. 1988). Geringere Mengen von ApoC-1 mRNA wurden in Dünndarm, Dickdarm, Hoden, 
Niere, aber auch im zentralen Nervensystem (hauptsächlich in der Hirnrinde) nachgewiesen (Westerterp, 
Berbee et al. 2007).  
In letzter Zeit ergibt sich eine zunehmende Evidenz für Lipoprotein-Funktionen, die über den 
Lipidstoffwechsel hinausgehen. Beispielsweise wurde eine Beteiligung von ApoC-1 bei Hippocampus-
assoziierten Gedächtnisfunktionen beschrieben, wobei die zugrundeliegenden Mechanismen nicht bekannt 
sind (Berbee, Vanmierlo et al. 2011). Zudem wurden ApoC-1 und einige spezifische „single nucleotide 
polymorphisms“ (SNPs) mit Mb. Alzheimer korreliert (Ramanan, Risacher et al. 2014, Gao, Cui et al. 2016, 
Souza, Araujo et al. 2016). Auch eine Rolle in der inflammatorischen Reaktion gegen Endotoxine, 
möglicherweise in Zusammenhang mit Interleukin-6, wurde diskutiert, sowie eine mögliche 
immunsuppressive Wirkung (Berbee, Havekes et al. 2005, Berbee, Coomans et al. 2010, Cudaback, Li et al. 
2012, Ko, Wang et al. 2014).  
Im Bereich der Tumorbiologie wurde ApoC-1 im Serum als potentieller Biomarker für Mammakarzinom, 
Magenkarzinom, Lungenkarzinom, Pankreaskarzinom, Prostatakarzinom, papilläres Schilddrüsenkarzinom 
und Nephroblastom diskutiert (Fan, Shi et al. 2009, Yamamoto-Ishikawa, Suzuki et al. 2009, Xue, Scarlett et 
al. 2010, Cohen, Yossef et al. 2011, Zhang, Wang et al. 2011, Zhang, Guo et al. 2014, Sun, Zhang et al. 2016).  
Im Multiplen Myelom wurde ApoC-1 als möglicher Biomarker für das Ansprechen auf die Chemotherapie 
mit Bortezomid beschrieben (Hsieh, Tengstrand et al. 2009). Im Gegensatz dazu scheint die Expression von 
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ApoC-1 im pankreatischen Karzinom mit einer schlechteren Prognose korreliert zu sein  
(Takano, Yoshitomi et al. 2008) (Tabelle 2).   
Tabelle 2: Tumorbiologische Funktionen von ApoC-1 
Autor Tumor Effekt/Rolle 
Cohen, Yossef et al. 
(2011) Magenkarzinom potenzieller Biomarker 
Engwegen, Helgason et 
al. (2006) Kolonkarzinom potenzieller Biomarker 
Fan, Shi et al. (2009) Papilläres Schilddrüsenkarzinom potenzieller Biomarker 
Gobel, Vorderwulbecke 
et al. (2006) Leberkarzinom potenzieller Biomarker 
Guo, Zhao et al. (2017) Neuroblastoma Tumor-hemmend 
Hsieh, Tengstrand et al. 
(2009) Multiples Myelom 
potenzieller Biomarker für fehlendes Ansprechen 
auf die Chemotherapie mit Bortezomid 
Ko, Wang et al. (2014) Lungenkarzinom potenzieller Biomarker für das Stadium der Erkrankung 
Kolmakova, Kwiterovich 
et al. (2004) - 
Apoptose-Induktion in kultivierten Muskelzellen 
menschlicher Aorta 
Sun, Zhang et al. (2016) Mammakarzinom 
potenzieller Biomarker, 
 
Tumor-hemmend 
Takano, Yoshitomi et al. 
(2008) Pankreaskarzinom 
potenzieller Biomarker, 
 
Tumor-fördernd 
Xue, Scarlett et al. (2010) Pankreaskarzinom potenzieller Biomarker 
Yamamoto-Ishikawa, 
Suzuki et al. (2009) Prostatakarzinom potenzieller Biomarker 
Zhang, Guo et al. (2014) Wilm’s Tumor potenzieller Biomarker 
Zhang, Wang et al. (2011) Nephroblastoma potenzieller Biomarker 
In diesem Zusammenhang ergibt sich eine mögliche pathophysiologische Bedeutung durch die Regulierung 
von weiteren Zellfunktionen, vor allem im Zellüberleben und bei der Apoptose (Kolmakova, Kwiterovich et 
al. 2004, Sun, Zhang et al. 2016). Die Protein-Kinase Akt, zum Beispiel, wird durch ApoC-1 aktiviert, sie 
fördert durch die Regulierung von Wachstumsfaktoren das Zellüberleben und blockiert die Apoptose  
(Song, Ouyang et al. 2005, Fan, Shi et al. 2009). Zudem zeigen Versuche in tierexperimentellen Modellen, 
dass ApoC-1 durch die Reduktion von PCNA, Ki67 und Bcl-2 und die Erhöhung von Bax zu einer Hemmung 
der Zellproliferation von Mammakarzinom-Zellen in vivo führt (Sun, Zhang et al. 2016). Eine ähnliche 
Wirkung wurde im Pankreaskarzinom beschrieben, hier führte die Blockade der ApoC-1 Expression zur 
 
P. Evangelou - Immunhistochemischer Nachweis der Proteine ApoC1, LuzP6 und Occ1 in Glioblastomen 
 
- 24 - 
Induktion von Apoptose (Takano, Yoshitomi et al. 2008). Eine weitere Hypothese entstand aus der linearen 
Korrelation von ApoC-1 mit Interleukin-6 in Lungenkarzinomen. Unter Berücksichtigung der hohen 
Expression beider Proteine in Makrophagen, welche eine Hauptrolle in der inflammatorischen 
Mikroumgebung dieser Karzinome spielen, erscheint eine zusätzliche Induktion Apoptose-beeinflussender 
Zellmechanismen durch Tumor-assoziierte Makrophagen als wahrscheinlich (Ko, Wang et al. 2014). Es gibt 
bisher keinen Nachweis einer wesentlichen Expression von ApoC-I in malignen Gliomen. 
Leucine Zipper Protein 6 (LuzP6, oder MPD6) 
Das Leucine Zipper Protein 6 wurde beschrieben als ein „self-tumor“ Antigen, welches zu einer Gruppe 
kryptischer Antigene mit untypischer Genstruktur gehört. Es wird in einem ORF von 177bp auf dem 
Chromosom 7q33, in der 3’-nicht translatierten Region des Myotrophin Gens kodiert (Kimura, Wakamatsu 
et al. 2006). Die kodierende Sequenz enthält keine Introns und beginnt mit dem unkonventionellen  
Start-Kodon AUU (Isoleucin) anstatt AUG (Methionin). In der davor liegenden 5‘-Region befindet sich eine 
interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES), welche zu einer Interferon-α-abhängigen Translation führt. Das 
kodierte Protein hat ein Molekulargewicht von 6437 Dalton und besteht aus 58 Aminosäuren (Tabelle 1). 
Die Existenz von LUZP6 wurde nach Screening von Testis-cDNA mit Sera von Polyzythämia vera-Patienten, 
welche eine Remission nach Therapie mit Interferon-α zeigten, postuliert, wodurch zunächst die 
entsprechenden Antikörper isoliert werden konnten. Dies führte zu der Bestimmung der entsprechenden 
Myotrophin/LUZP6 mRNA Sequenz, deren erhöhte Expression in Hirn-, Milz-, Hoden- und Ovariengewebe, 
sowie in Zelllinien von Burkitt’s Lymphom, Epidermoidkarzinom, Endometriumkarzinom, histiozytischem 
Lymphom und Zervix-Adenokarzinom demonstriert werden konnte (Xiong, Liu et al. 2006). Ein direkter 
Nachweis auf Proteinebene und vor Allem eine Expressionsbestimmung in malignen Gliomen war zu Beginn 
dieser Arbeit noch nicht erfolgt.  
Overexpressed in Colon Carcinoma-1 (OCC-1, AGD3) 
Der genomische Abschnitt für OCC1 ist auf dem Chromosom 12q23.3 lokalisiert und wird als C12orf75 
bezeichnet. Er kodiert 11 Exone über eine Länge von ca. 164kb (NCBI RefSeq NC_000012.12). Das kodierte 
Protein hat ein Molekulargewicht von 6407Da und besteht aus 63 Aminosäuren (Tabelle 1).  
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Die initiale Beschreibung erfolgte im Rahmen des Vergleichs einer cDNA library der Kolonkarzinom-Zelllinie 
TC7 mit cDNA von gesunder Kolonschleimhaut bei der Suche nach pathophysiologisch relevanter 
Genexpression (Pibouin, Villaudy et al. 2002). Dabei konnte eine bisher unbeschriebene mRNA identifiziert 
werden, welche in drei von acht Kolonkarzinomen übermäßig exprimiert wurde und in normaler 
Kolonschleimhaut nicht oder nur sehr gering auffindbar war. Die Sequenz wurde overexpressed in colon 
carcinoma-1 (OCC1) genannt. Die Autoren konnten jedoch keine translatierten Polypeptide von OCC1 
identifizieren. Sie spekulierten, dass, falls diese Sequenz eine Signifikanz in der Onkogenese hat, diese 
entweder durch eine direkte Regulierung der Expression anderer Gene entsteht oder der Überexpression 
von Nachbargenen entspricht (Pibouin, Villaudy et al. 2002).  
2009 untersuchten Kikuchi et. al. die Rolle von Transkripten unbekannter Funktion (Transcripts of unknown 
function - TUF) während der Differenzierung von menschlichen mesenchymalen Stammzellen. Eines dieser 
Transkripte wurde als AGD3 bezeichnet, welches dem OCC1 entspricht. Die Expression von OCC1 zeigte eine 
drastische Reduktion am siebten Tag nach adipogener Induktion. Des Weiteren fiel auf, dass die 
konsekutiven Exons 3, 4 und 5 eines für das Gen repräsentativen expressed sequence tag (EST) unter 
Säugetieren hoch konserviert sind. Die Sequenz-Analyse demonstrierte, dass diese EST Region keine  
Stopp-Kodons enthält, so dass die konservierte Region von Exon 1 bis 5 einen open reading frame (ORF) für 
63 Aminosäuren bildet (Tabelle 1) (Kikuchi, Fukuda et al. 2009).  
Weitere Sequenz- und Genomanalysen zeigten, dass das OCC1 Gen fünf unterschiedliche RNA-Varianten 
transkribiert, zwei davon (OCC1A und OCC1B) mit ähnlichem Splicing und entsprechenden Exonen passend 
zu dem o.g. Protein (Najafi, Soltani et al. 2017).  Aufgrund unterschiedlich angenommener Transkriptions-
Initiations-Startpunkte bzw. verschobener Reading Frames, wurden in den ersten Jahren nach der 
Erstbeschreibung verschiedene Aminosäure-Sequenzen des im C12orf75 kodierten OCC-1 Gens, als 
mögliche Kandidaten für das Protein berichtet (UniProt Sequenzen Nr. AAH13920, AAH45812, AAH61920, 
AAH67897, CAC85391, CAC85392), welche sich jedoch von der derzeit angenommenen Sequenz (UniProt 
Nr. Q8TAD7) unterscheiden (UniProt_Consortium 2017). 
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Die Arbeitsgruppe von Pibouin untersuchte zusätzlich die Expression von OCC1 in verschiedenen nicht 
erkrankten menschlichen Organen. Hierzu wurde mittels Northern Blot-Hybridisierung RNA analysiert. Das 
OCC1-Transkript war in Plazenta, Muskel, Niere und Pankreas akkumuliert, im Gegensatz zu Herz, Gehirn, 
Lunge und Leber, welche keine bzw. nur eine sehr dezente Expression zeigten (Pibouin, Villaudy et al. 2002). 
Seitdem konnte auch immunhistochemisch das Protein im Epithel der Atemwege, in den Tubuli renalis, in 
den Tubuli seminiferi und in Adipozyten nachgewiesen werden. Im ZNS wurde das Protein in geringen 
Mengen in Neuronen, Purkinje Zellen und im Neuropil nachgewiesen (Uhlen, Fagerberg et al. 2015).  
Ob OCC1 eine physiologische oder pathophysiologische Funktion hat ist noch unklar. Die Arbeitsgruppe von 
Kikuchi zeigte die Reduktion der Expression von OCC1 im Rahmen der Adipogenese und schloss daraus, dass 
OCC1 RNA eine vitale Rolle als mRNA für Stammzellfunktionen und/oder Adipogenese spielen kann  
(Kikuchi, Fukuda et al. 2009). Detaillierte Untersuchungen in Tumorzelllinien konnten weitere Splicing-
Varianten identifizieren, sowie eine erstmalig beschriebene microRNA von OCC1, das miR-ex1, welches am 
Wnt Signalisierungsweg beteiligt ist (Najafi, Soltani et al. 2017).   
Weitere Hinweise auf die mögliche physiologische Funktion von OCC1 entstehen durch tierexperimentelle 
Modelle. In Ratten wurde gezeigt, dass ein Gen mit gleicher Sequenz wie das menschliche OCC1 in multiplen 
Hirnregionen, unter anderem hypothalamischen Nuklei, die eine Rolle in der Kontrolle der 
Nahrungseinnahme haben, in der Amygdala, im Hippocampus und im Cortex, exprimiert wird. Zusätzlich 
wurde eine Regulierung der hypothalamischen Transkription durch Nüchternheit und Nahrungseinnahme 
beobachtet, sowie eine Interaktion des Proteins mit dem „Insulin Receptor Substrate 4“. In vitro konnte 
eine Regulierung der AKT, AMPK und mTOR Signalisierungswege dargestellt werden (Chai, Li et al. 2013). 
Eine erhöhte Expression von OCC1-mRNA oder OCC-1-Protein in malignen Gliomen ist bisher nicht bekannt. 
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Hypothesen und Aufgabenstellung 
Ziel dieser Arbeit ist die nähere Bestimmung des Proteins, welches der Bande 6424 Dalton in der 
Zystenflüssigkeit von Glioblastomen entsprechen könnte. Diese Bande war in einer Vorgänger-Dissertation 
der neuroonkologischen Arbeitsgruppe mittels SELDI-TOF Massenspektrometrie nachgewiesen worden 
(Hoelscher, Richter et al. 2013). Bisher gibt es keinen dokumentierten Nachweis der drei hierfür in Frage 
kommenden Kandidaten-Proteine ApoC-1, LuzP6 oder OCC-1 in Glioblastomen. 
Zugrunde liegt die Hypothese, dass die Untersuchung der in Glioblastomzysten enthaltenen Flüssigkeit 
einen Hinweis auf das Sekretom/Proteom dieser Tumorentität geben kann. In diesem Zusammenhang kann 
das zu bestimmende Protein entweder aktiv von den Tumorzellen freigesetzt werden oder einem Produkt 
der nekrobiotischen Degradation der Tumorzellen entsprechen. In beiden Fällen kann seine Bestimmung 
bisher unklare pathophysiologische Mechanismen erläutern oder einen noch unbekannten, klinisch 
signifikanten Tumormarker ergeben.  
Alternativ wäre denkbar, dass das Protein von infiltriertem cerebralem Umgebungsgewebe freigesetzt wird 
und lediglich von den Tumorzellen über Pinozytose in das Zysteninnere sequestriert wird. Auch in diesem 
Fall kann seine Identifizierung pathogenetische Rückschlüsse erlauben, insbesondere über 
tumorsuppressive oder tumorpermissive Proteinausstattung der glialen und neuronalen perifokalen Zellen. 
Für die Bestimmung des Proteins wird die Methode der Immunhistochemie gewählt, bei welcher mit hoher 
Spezifität ein Zielprotein nachgewiesen werden kann, sowie dessen Lokalisation im untersuchten Gewebe. 
Einerseits sollen bioptische Präparate von zystischen Glioblastomen untersucht werden, da der 
massenspektrometrische Nachweis der Kandidatenprotein-Größe in Zystenflüssigkeit erfolgt war. Zudem 
sollen auch Präparate von nicht zystischen Glioblastomen evaluiert werden. Wenn das Zielprotein einen 
direkten oder indirekten Zusammenhang mit der Pathophysiologie der Glioblastome hat, sollte es in 
ähnlichem Maß sowohl in zystischen, als auch in nicht zystischen Tumoren vorhanden sein. Als Kontrolle 
des immunhistochemischen Befundes wird die Expression der zugehörigen Gene auf mRNA-Ebene in einer 
Subgruppe selektierter Proben geprüft. 
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Zur Abklärung der klinischen Bedeutung der Expression der Kandidaten-Proteine soll ihre Korrelation mit 
weiteren klinischen und molekularen Markern des Glioblastoms untersucht werden. 
Zusammenfassend werden folgende Ziele dieser Arbeit formuliert: 
1. Design eines polyklonalen Antikörpers zum Nachweis von LUZP6 
2. Etablieren der immunhistochemischen Färbungen für ApoC-1, LUZP6 und OCC1, einschließlich 
Positivkontrollen 
3. Immunhistochemische Untersuchung von Glioblastomen mittels Antikörper gegen ApoC-1, LUZP6 
und OCC1 
4. Untersuchung der mRNA-Expression von ApoC1, LUZP6 und OCC1 in einer Subgruppe selektierter 
Proben 
5. Vergleich der erhobenen histochemischen und molekularbiologischen Daten mit weiteren Markern 
für das Glioblastom und klinischen Informationen 
Somit sollen folgende Fragen beantwortet werden: 
- Welche Proteine können der 6424 Dalton Bande entsprechen, die in Zystenflüssigkeit von 
Glioblastomen beschrieben wurde? 
- Korreliert die Expression der Proteine mit dem Vorhandensein anderer bekannter 
molekularbiologischer Parameter in Glioblastomen? 
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Materialien und Methoden 
Das Projekt wurde durch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig unter der 
Nummer 330-13-18112013 genehmigt. Die immunhistochemischen Arbeiten wurden in der Abteilung für 
Neuropathologie des Universitätsklinikums Leipzig (Leiter: Prof. Dr. med. Wolf C. Müller) von Frau Sarah 
Richter und Frau Kerstin Krämer durchgeführt.  Die molekularbiologische Aufarbeitung der Proben erfolgte 
im Forschungslabor der Klinik für Neurochirurgie des Universitätsklinikums Leipzig (wissenschaftlicher 
Leiter Prof. Dr. rer. nat. Frank Gaunitz) durch Herrn Rainer Baran-Schmidt in enger Zusammenarbeit mit  
Dr. rer. med. Henry Oppermann. Die Konzeption der „custom-made“ Antikörper wurde von  
Prof. Dr. med. Ulf Nestler durchgeführt und deren Herstellung erfolgte durch die Firma Abnova in Taiwan. 
Patienten und Gewebegewinnung 
Insgesamt wurden 50 WHO Grad IV Proben untersucht, 49 Glioblastome und ein Gliosarkom. Die Proben 
wurden durch einen neurochirurgischen Eingriff, entweder Resektion oder Biopsie, im Rahmen der 
regulären Histologie abgenommen. Die Probeentnahme fand bei 31 Patienten zwischen 2013 und 2015 im 
Universitätsklinikum Leipzig statt. Davon waren 26 primäre Tumore, 5 sekundäre Glioblastome. Die Tumore 
wurden nach der präoperativen Bildgebung in zystische (N=19) und nicht zystische (N=7) eingeteilt. Zudem 
wurden Proben von 19 Patienten mit zystischem Glioblastom aus dem Kollektiv der Vorgänger-Dissertation 
(Hoelscher, Richter et al. 2013) eingeschlossen, welche zwischen 2002 und 2007 im Universitätsklinikum 
Gießen entnommen worden waren. Die Diagnosesicherung erfolgte durch neuropathologische 
Begutachtung. Zudem wurden 3 Astrozytome WHO Grad II und 3 Astrozytome WHO Grad III gefärbt.  
Aufarbeitung des Gewebes  
Die Gewebeproben wurden in 4% Formaldehyd fixiert und mit Paraffin (Thermo Scientific) in Kassetten 
eingebettet. Anschließend wurden 1 µm dicke Schnitte mit dem Mikrotom (Thermo Scientific – Microm HM 
355S) zugeschnitten und auf Objektträger aufgezogen.  Von den Proben wurden im Rahmen der 
standardisierten neuropathologischen Begutachtung Hämatoxylin-Eosin Färbungen angefertigt. 
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Immunhistochemie 
Die Untersuchung der Proteinexpression erfolgte mit der Methode der indirekten Immunhistochemie mit 
polyklonalen Kaninchen-Antikörpern mittels eines automatisierten Färbungssystems (Ventana Medical 
Systems - Benchmark Ultra). Dabei wurden die Schnitte zunächst zur Entparaffinierung in 72oC für 4 
Minuten inkubiert und anschließend mit einer milden Detergenzlösung behandelt (Ventana Medical 
Systems – EZ Prep). Es erfolgten dann zwei Waschschritte (Ventana Medical Systems – Reaction Buffer; pH 
7,4-7,8), wonach eine Coverslip-Lösung aufgetragen wurde (Ventana Medical Systems – LCS/predilute), die 
die Verdunstung von wässrigen Reagenzien vom Objektträger minimiert. Anschließend wurden die 
Objektträger auf 37oC aufgewärmt. Je nach Färbungsprotokoll (Tabelle 4) erfolgte ggf. eine Vorbehandlung 
im Sinne von Hitzebehandlung auf 95oC für 8 Minuten und/oder Applikation eines Cell Conditioners  
(CC1 bzw. CC2, Ventana Medial Systems). CC1 ist ein Tris-basierter Puffer mit einem leicht erhöhten pH-
Wert und CC2 ist ein Citratpuffer mit einem leicht sauren pH-Wert. Beide können bei höheren 
Temperaturen die im formalinfixierten Gewebe gebildeten kovalenten Bindungen hydrolisieren. 
Die Hydrolyse dieser Bindungen ermöglicht die Renaturierung der Proteinmoleküle und erhöht die 
Aufnahmefähigkeit für Antikörper, das Antigen wird „demaskiert“. Nach Applikation des Primärantikörpers 
erfolgte die Inkubation nach dem entsprechenden Färbungsprotokoll (Tabelle 4). Zur Detektion wurden die 
DAB (ultraView Universal DAB Peroxidase Detection Kit) und AEC (ultraView Universal Alkaline Phosphatase 
Red Detection Kit) Systeme mit einer Hämatoxylin-Gegenfärbung genutzt. Die chemische Farbreaktion 
durch DAB ergibt eine bräunliche Färbung und die Reaktion durch AEC eine rötliche Färbung. Nach jeder 
Inkubation wurde ein Waschschritt durchgeführt, um ungebundenes Material von den Schnitten zu 
entfernen, und anschließend wurde eine Coverslip-Lösung aufgetragen. 
Antikörper gegen ApoC-1 
Zur Detektion von ApoC-1 wurde initial ein polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen das 83 Aminosäuren-
lange Peptid, kodiert von der rekombinanten DNA des gesamten ORF des menschlichen ApoC-1, verwendet 
(#341-P01, Abnova). Die immunogene Sequenz ist in der Tabelle 3 aufgezeichnet. Dieser Antikörper zeigte 
jedoch eine insgesamt schwache Färbungsreaktion, so dass für weitere Färbungen ein anderer Antikörper 
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verwendet wurde (#HPA051518, Sigma-Aldrich). Dieser hatte als immunogene Sequenz die Aminosäuren 
28 bis 77 des Proteins zur Grundlage, entsprechend einer trunkierten Splice-Variante (Tabelle 3) und zeigte 
eine starke und reproduzierbare Färbung der positiven Kontrollen. Nach Etablierung der Färbung wurde 
schließlich als Standardprotokoll nach Wärmebehandlung und Applikation von CC2 (Ventana Medical 
Systems) eine Verdünnung von 1:50 mit Inkubation für 60 Minuten in 37oC gewählt (Tabelle 4). Die 
chemische Farbreaktion erfolgte mittels AEC. 
Tabelle 3: Verwendete Antikörper 
Antikörper Hersteller Produkt-Nr. Immunogene Sequenz 
ApoC-IAbnova Abnova #341-P01 MRLFLSLPVL VVVLSIVLEG PAPAQGTPDV SSALDKLKEF 
GNTLEDKARE LISRIKQSEL SAKMREWFSE TFQKVKEKLK 
IDS 
ApoC-I Sigma-Aldrich HPA051518 28 PDV SSALDKLKEF GNTLEDKARE LISRIKQSEL 
SAKMREWFSE TFQKVKE 77 
C12orf75 Sigma-Aldrich HPA065311 MGCGNSTATS AGAGQGPAGA AKDVTEESVT 
EDDKRRNYGG VYVGLPSEAV NMVSSQTKTV RK 62 
LUZP61-29 Abnova Custom made 1 MKSVISYALY QVQTGSLPVY SSVLTKSPL 29 
LUZP630-58 Abnova Custom made 30 Q LQTVIYRLIV QIQHLNIPSS SSTHSSPF 58 
OCC-1Abnova Abnova PAB16693 22 NVHRHFQGN SKQSPF 36 
Antikörper gegen LUZP6 
Für eine immunhistochemische Färbung von Paraffinschnitten gegen LUZP6 gab es zu Beginn der 
Dissertation keinen kommerziell erhältlichen Antikörper. Die in der Arbeit verwendeten zwei „custom-
made“-Antikörper wurden anhand der UniProt-Peptidsequenz entworfen, bei der Firma Abnova (Taiwan) 
bestellt und eigens für die Arbeit hergestellt. 
Für das Design der Antikörper wurde die Aminosäure-Sequenz des vom entsprechenden ORF kodierten 
Proteins in der UniProt Datenbank aufgesucht (Tabelle 1). Um die Peptidsynthese der Immunogene zu 
optimieren, die laut Hersteller möglichst eine Länge von 7 bis 20 Aminosäuren haben sollten, wurde 
entschieden, zwei Teil-Peptide von je 29 Aminosäuren Länge synthetisieren zu lassen. Die Protein-Sequenz 
wurde halbiert, um für LUZP61-29 die „vorderen“ 29 Aminosäuren des N-Terminus der beschriebenen 
Sequenz des LUZP6 Proteins als Immunogen zu verwenden und für LUZP630-58 die „hinteren“ 29 
Aminosäuren des C-Terminus (Tabelle 3). Das Immunogen für LuzP6-1 wurde am C-terminalen Leuzin (L) 
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über ein Cystein an KLH (keyhole limpet hemocyanin) als Träger-Immunogen gebunden, das Immunogen 
für LuzP6-2 am N-terminalen Glutamin (Q). Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) ist ein hochmolekularer 
Proteinkomplex, der aus der Hämolymphe der Großen Kalifornischen Schlüssellochschnecke (Megathura 
crenulata, „keyhole limpet“) gewonnen wird. KLH gehört zu den größten bekannten Proteinen und eignet 
sich als Träger von niedermolekularen Peptiden bei der Immunisierung von Tieren. Die Peptidsequenz-
Synthese, die Kopplung an das Trägerprotein und die Immunisierung von je 2 Kaninchen erfolgte durch die 
Firma Abnova in Taiwan. Nach Serumgewinnung und Aufreinigung der Antikörper wurde deren Spezifität 
seitens des Herstellers mittels ELISA geprüft. 
Die Etablierung der Färbung ergab als Optimum eine Verdünnung der Primärantikörper von 1:50 mit 
Inkubation für 60 Minuten bei 37oC. Die chemische Farbreaktion erfolgte mittels DAB (Tabelle 4).  
Antikörper gegen OCC-1 
Als anti-OCC-1 Antikörper wurde initial ein polyklonaler Antikörper vom Kaninchen (#PAB16693, Abnova) 
angewendet. Als Immunogen wurden, laut Angaben im Katalog, die 16 Aminosäuren am N-Terminus des 
synthetisch angefertigten Peptids, das auf dem menschlichen c12orf75 Gen codiert wird, verwendet 
(NVHRHFQGN SKQSPF - Abbildung 2, Tabellen 1 und 3). Die weitere Aufarbeitung der molekularen Daten 
bei der Auswahl korrespondierender Primer zur mRNA-Diagnostik ergab jedoch, dass das verwendete 
Immunogen einem nicht im menschlichen Genom abgelesenen open reading frame entstammen dürfte, 
und dass für die immunogenen 16 Aminosäuren bisher kein entsprechendes Protein bekannt ist  (BLAST 
NCBI, zuletzt gesucht am 06.07.2018). Deswegen wurde ein anderer kommerziell erhältlicher Antikörper 
vom Kaninchen eingesetzt (#HPA065311, Sigma-Aldrich). Sein Immunogen besteht aus den 62 Aminosäuren 
des N-Terminus des menschlichen Proteins. Nach Etablierung der Färbung wurden nach Wärmebehandlung 
und Applikation von CC1 (Ventana Medical Systems) eine Verdünnung von 1:20 mit Inkubation für 32 
Minuten bei 37oC gewählt (Tabelle 4). Die chemische Farbreaktion erfolgte mittels DAB. Zur einfacheren 
Differenzierung wird in dieser Arbeit der gegen humanes Protein gerichtete anti-OCC-1 Antikörper als 
C12orf75 benannt und der initial verwendete, ohne Uniprot-Entsprechung vorliegende Antikörper als OCC-
1Abnova bezeichnet. OCC-1Abnova dient somit als negative Kontrolle für die Färbetechnik. 
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Tabelle 4: Protokoll der Färbungen 
 Verdünnung Färbungs-
reaktion 
Vorbehandlung Inkubations-
temperatur 
Inkubationszeit 
ApoC-I 1:50 AEC CC2 37oC 60 Minuten 
C12orf75 1:20 DAB CC1 37oC 32 Minuten 
LUZP61-29 1:50 DAB Keine 37oC 60 Minuten 
LUZP630-58 1:50 DAB Keine 37oC 60 Minuten 
OCC-1Abnova 1:400 DAB Keine 37oC 32 Minuten 
 
Positive und negative Kontrollen 
Für die Etablierung der Färbungen wurden Gewebeproben ausgewählt, bei welchen nach der aktuellen 
Literatur eine Expression der Proteine erwartet werden konnte. Insbesondere wurden für ApoC-1 Leber-
Proben verwendet, für LUZP6-N und LUZP6-C zunächst Bioptate von Testis und Burkitt Lymphomen 
untersucht und schließlich für OCC1 Gewebeschnitte von Nieren und von der Milz (Tabelle 5). Als negative 
Kontrolle dienten die gleichen Gewebeschnitte wie bei der positiven Kontrolle, welche jedoch anstatt mit 
dem ersten Antikörper nur mit Diluent inkubiert wurden.  
A. 
MGCGNSTATS AGAGQGPAGA AKDVTEESVT EDDKRRNYGG VYVGLPSEAV NMVSSQTKTV RKN 
B.  
MGCGNSTATS AGAGQGPAGA AKDVTEESVT EDDKRRNYGG VYVGLPSEAV NMVSSQTKTV RK 
C.  
NVHRHFQGN SKQSPF 
Abbildung 2: A. Aminosäure-Sequenz von OCC1. Sie entsteht durch Translation des zweiten ORF des 
menschlichen c12orf75 Gens (NCBI Reference Sequence: NM_001145199.1). B. Immunogene Sequenz für den 
verwendeten c12orf75 Antikörper von Sigma-Aldrich (#HPA065311). Sie entspricht den 62 Aminosäuren des N-
Terminus des menschlichen OCC-1 Proteins. C. Immunogene Sequenz für den OCC-1Abnova Antikörper 
(#PAB16693). Sie entspricht dem ersten ORF der menschlichen c12orf75 mRNA und korreliert nicht mit der 
Aminosäuren-Sequenz des menschlichen Proteins. 
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Tabelle 5: Verwendete positive Kontrollen 
Färbung Gewebe 
ApoC1 Leber 
C12orf75 Niere 
LUZP61-29 Parotis 
LUZP630-58 Parotis 
OCC1Abnova Milz, Granulozyten 
Auswertung der Färbung – Immunreaktiver Score 
Die gefärbten Gewebeschnitte wurden mittels eines Lichtmikroskops (Zeiss – Axio oder Olympus BX43) in 
40x Vergrößerung ausgewertet.  
Zur Quantifizierung der immunhistochemischen Reaktion wurde ein modifizierter „Immunreaktiver Score“ 
(IRS) als Grundlage verwendet (Remmele and Stegner 1987). Hierfür wurden die Prozentzahl der gefärbten 
Tumorzellen sowie deren Färbeintensität berücksichtigt. Die semiquantitativ zu vergebenden Punkte sind 
in der Tabelle 6 zusammengefasst. Die Multiplikation der beiden Punktwerte ergab den Score des Schnittes, 
nach welchem die Schnitte dann als negativ, schwach positiv, mäßig positiv oder stark positiv klassifiziert 
wurden (Tabelle 7). Des Weiteren wurden besondere qualitative Eigenschaften notiert, wie die 
Morphologie der positiven Zellen, oder deren Verteilung.  
Tabelle 6: Punkte-System für die Berechnung des Immunreaktiven Scores 
 
Tabelle 7: Bewertung der „Färbungsreaktion“ mittels des Immunreaktiven Scores 
IRS Score Bezeichnung 
0, 1, 2 negativ 
3,4 schwach positiv 
6, 8, 9 mäßig positiv 
12 stark positiv 
Punkte Prozentzahl der positiven Zellen Intensität der Färbung 
0 0% keine 
1 <10% schwache 
2 10-50% mäßige 
3 51-80% starke 
4 >80% - 
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Analyse der Gen-Expression 
Zur Analyse der Expression von ApoC-1, OCC1 und LUZP6 im Glioblastom war von 13 der 50 histologisch 
untersuchten Patienten Gewebe verfügbar, das direkt nach Entnahme in RNAlater-Lösung (Qiagen, Hilden) 
überführt worden war. Anschließend wurde die RNA mit dem miRNAeasy Kit (Qiagen) extrahiert und bis 
zur Messung bei -80oC asserviert. Dieses System erlaubt durch die selektiven Bindungseigenschaften einer 
Silica-basierten Membran die Reinigung der RNA von möglichen Kontaminationen. Ein DNAse-Schritt wurde 
nicht durchgeführt. 
Die nachfolgende Synthese der cDNA erfolgte aus 500ng RNA mittels des ImProm-II™ Reverse Transcription 
Systems (Promega, Mannheim, Germany). Die Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) wurde dann mit dem 
Rotor-Gene 3000 System (Qiagen) und unter Verwendung von SYBR Green Fluoreszenz (Maxima SYBR 
Green/ROX qPCR Master Mix, Thermo Scientific, Germany) durchgeführt. Die Primer sind mit ihren 
Sequenzen in der Tabelle 8 wiedergegeben. 
Für das Primer-Design wurden DNA-Abschnitte ausgewählt, die Intron-enthaltende Gen-Sequenzen 
überspannen. Da Introns beim Splicing der mRNA ausgeschnitten werden, würden – falls eine 
Kontamination der cDNA mit genomischen Abschnitten vorläge -, aus der genomischen DNA  längere 
Amplifikate als aus der cDNA entstehen. Aufgrund der nicht mehr zum Annealing idealen Länge dieser 
Kontamination, wäre damit eine „Fehlamplifikation“ genomischer DNA (und Missinterpretation als 
ehemalige mRNA) weitestgehend zu vermeiden. Eine Ausnahme stellt LUZP6 dar, welches kein Intron in 
seiner Sequenz enthält.  
Des Weiteren wurden für OCC1 zwei Sequenzen ausgewählt, korrelierend zu den zwei verschiedenen 
Immunogenen der verwendeten Antikörper (OCC1Abnova und c12orf75). Die Spezifität der gewählten Primer 
wurde mit dem Blast-Suchinstrument der NCBI Datenbank überprüft. Die Längen der zu erhaltenden  
PCR-Produkte wurden auf 90 bis 180bp festgelegt (Tabelle 8). 
Die Analyse der RT-PCR erfolgte mittels Rotor-Gene 6 Software Version 6.1/Build 93; (Corbett Research) 
und die relative mRNA Expression wurde nach linearer Transformation mit der ΔCT Methode kalkuliert. Zur 
Normalisierung diente als Referenz-Gen das „Housekeeping“-Gen TATA-box-binding-Protein.  
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Tabelle 8: Verwendete Primer für die mRNA Analyse 
Gen  Primer Sequenz Länge 
(bp) 
Anzahl der überspannten 
Exon-Abschnitte 
ApoC-1 ApoC1_172 CCAGACGTCTCCAGTGCCTTGGATAA 
150 1 
 ApoC1_321 CTCCTTCACTTTCTGAAATGTCTCTG 
C12orf75 C12orf75_316 AGCCAAAGATGTAACAGAAGAATCCG 
90 2 
 C12orf75_405 ACAGCTTCAGATGGTAGGCCAAC 
LUZP6 LUZP6_3197 AGTCATTTCATATGCACTATATCAAG 
157 0 
 LUZP6_3353 GCTATGCGTAGAAGAACTACTT 
OCC1Abnova OCC1Abnova _465 GACTCAAGAATCAAGAGCTTGCTCAT 
180 1 
 OCC1Abnova _644 TTCCCTTCTATTACCACAACAATATG 
Statistische Analyse 
Die statistische Bearbeitung der Ergebnisse erfolgte mittels der RStudio-Suite (RStudio Inc. Version 1.1.414). 
Das Vorliegen einer Normalverteilung wurde mittels Shapiro-Wilk Test geprüft und die Gleichheit der 
Varianzen, wenn erforderlich, mit dem Levene-Test. Unterschiede in den medianen IRS-Scores zwischen 
Subgruppen wurden mit dem Wilcoxon Test untersucht. Für Unterschiede der Mittelwerte zwischen 
mehreren Gruppen wurde ein Friedman Test durchgeführt mit paarweiser post-hoc Analyse. Für die 
Untersuchung von Verteilungsunterschieden kategorialer Variablen wurde der Fisher Exact Test 
durchgeführt. Einfache lineare Korrelationen wurden mittels des Rangkorrelationskoeffizienten 
(Spearman’s ρ) geprüft. 
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Ergebnisse 
Etablierung der Positivkontrollen 
ApoC1 
Nach Etablierung der Färbung wurden als positive Kontrollen Schnitte von Lebergewebe untersucht. Diese 
zeigten eine homogene, Tröpfchen-artige zytoplasmatische Färbung der Hepatozyten, welche 
reproduzierbar war (Abbildung 3). Der Auslass des Primärantikörpers im Färbungsprotokoll als negative 
Kontrolle, erbrachte ein regelrechtes Ergebnis ohne Färbungsreaktion.  
 
 
Tabelle 9: Zur Etablierung verwendete Positivkontrollen für ApoC-1 
Histo-Nr. Gewebe/Diagnose Ergebnis der Färbung 
KL-1 Leberpräparat 1 (ohne Pathologie) Stark positive Färbungsreaktion der Hepatozyten 
KL-2 Leberpräparat 2 (ohne Pathologie) Stark positive Färbungsreaktion der Hepatozyten 
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Abbildung 3: Positivkontrolle für ApoC-1. 
A-D: Lebergewebe als Positivkontrolle für ApoC-1. A, B: Hämatoxylin-Eosin Färbung (A: originale Vergrößerung 
100x, B: originale Vergrößerung 400x). C, D: ApoC-1 Färbung, Chromogen AEC, rosa: Nachweis des Antigens (C: 
originale Vergrößerung 100x, D: originale Vergrößerung 400x). E: Färbung der Infiltrationszone eines Glioms 
mit ApoC-1 mit homogener Färbung des Neuropils. 
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C12orf75 
Initial wurden als potenzielle Positivkontrollen bioptische Präparate von mäßig und von schlecht 
differenzierten Adenokarzinomen des Kolons (G2 und G3) untersucht. Beide Färbungen mit dem C12orf75 
Antikörper blieben jedoch negativ. Anschließend wurden zwei Gewebeschnitte von der Niere gefärbt, in 
welchen eine homogene zytoplasmatische Färbungsreaktion der Tubuli beobachtet wurde (Abbildung 4). 
Somit wurden Nierenschnitte als Positivkontrollen für den C12orf75 Antikörper verwendet. 
 
Tabelle 10: Zur Etablierung verwendete Positivkontrollen für C12orf75 ("Overexpressed in Colon Carcinoma") 
Histo-Nr. Gewebe/Diagnose Ergebnis der Färbung 
H7754-14 Mäßig differenziertes Adenokarzinom des 
Kolons (G2) 
negativ 
H12091-14 Schlecht differenziertes medulläres 
Adenokarzinom des Zökums (G3) 
negativ 
N3 Nierenpräparat 1 (ohne Pathologie) Stark positive Färbungsreaktion der 
Tubuli renalis 
N4 Nierenpräparat 2 (ohne Pathologie) Stark positive Färbungsreaktion der 
Tubuli renalis 
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Abbildung 4: Positivkontrolle für C12orf75. 
A-B: Färbung von Nierengewebe mit C12orf75. 
C: Färbung der Infiltrationszone eines Glioms mit C12orf75. 
Chromogen: DAB, braun: Nachweis des Antigens. Originale Vergrößerung in (A) 40x und in (B)-(C) 100x. 
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LUZP6 
Unter Berücksichtigung der vorbeschriebenen erhöhten RNA Expression von LUZP6 in myeloproliferativen 
Syndromen wurden zunächst vier Bioptate von Burkitt Lymphomen untersucht, welche jedoch lediglich eine 
schwache Färbungsreaktion zeigten und somit ungeeignet für positive Kontrollen waren (Abbildung 5). 
Zudem wurde ein Gewebeschnitt eines männlichen Hodens gefärbt, ohne Nachweis einer positiven 
Reaktion (Abbildung 6).  
 
Abbildung 5: Färbung von Burkitt-Lymphomen mit LUZP6. 
A-B: Färbung eines Burkitt-Lymphoms im Dünndarm mit LUZP61-29. Es sind mehrere positive Zellen mit einer 
sehr schwachen Färbungsintensität erkennbar. Chromogen DAB, braun: Nachweis des Antigens. 
Originalvergrößerung in (A) 100x und in (B) 400x. 
C-D: Färbung eines im Kolon infiltrierenden Burkitt-Lymphoms mit LUZP630-58. Es kommen nur einzelne 
schwach positive Zellen zur Darstellung. Chromogen DAB, braun: Nachweis des Antigens. 
Originalvergrößerung in (A) 100x und in (B) 400x. 
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Abbildung 6: Testis von einem Präparat mit chronischer Epididymitis gefärbt mit LUZP630-58 ohne Nachweis 
einer Färbungsreaktion. Chromogen DAB, braun: Nachweis des Antigens, originale Vergrößerung in (A): 40x 
und in (B): 200x. 
Im Rahmen der Untersuchung von Gewebeproben aus dem hämatopoetischen System wurde auch ein 
Lymphknotenexstirpat aus der Nähe des Kieferwinkels mit einer unspezifischen chronischen Lymphadenitis 
gefärbt, welches nebenbefundlich regelhaft konfiguriertes Speicheldrüsenparenchym enthielt. Die Färbung 
des Lymphknotens blieb negativ, das angrenzende Parotisgewebe zeigte jedoch eine deutliche und 
spezifische Reaktion mit beiden LUZP6 Antikörpern. Insbesondere konnte eine starke homogene 
zytoplasmatische Färbung der Epithelzellen der Ausführungsgänge beobachtet werden. Zudem zeigten 
einige von den positiven Zellen zusätzlich eine starke nukleäre Färbung (Abbildung 7). Zur weiteren Testung 
der Spezifität und Reproduzierbarkeit dieser Reaktion wurden anschließend vier Präparate von schlecht 
differenzierten Adenokarzinomen der Parotis untersucht. Diese demonstrierten eine positive Färbung der 
Karzinomzellen bei reproduzierbar positiver Färbung der normalen Ausführungsgänge der Parotis 
(Abbildung 8). Daraufhin wurden Schnitte der Parotis als positive Kontrolle für die LUZP6 Antikörper 
verwendet.  
Sowohl in den Positivkontrollen als auch bei den späteren Gliom-Färbungen zeigte der LUZP630-58 Antikörper 
eine deutlich kräftigere Färbungsreaktion der Zellen, bei überwiegend gleicher Spezifität bezüglich der 
positiven Zellen (Abbildung 7). Neben der Färbung dieser Zellen konnte zusätzlich eine Färbung einer 
Rosetten-förmigen dünnen Struktur in der Wand größerer Arterien durch den LUZP630-58 beobachtet 
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werden (Abbildung 9). Diese Struktur, welche der Membrana elastica interna entspricht, wurde von  
LUZP61-29 nicht gefärbt. 
 
Abbildung 7: Färbung von normalem Parotisgewebe, mit LUZP6 
A, B: Färbung mit LUZP61-29  
C, D: Färbung mit LUZP630-58  
Chromogen DAB, braun: Nachweis des Antigens. Originale Vergrößerung in (A), (C): 40x, (B), (D): 200x  
 
 
 
P. Evangelou - Immunhistochemischer Nachweis der Proteine ApoC1, LuzP6 und Occ1 in Glioblastomen 
 
- 44 - 
 
Abbildung 8: A, B: Schlecht differenziertes Adenokarzinom der Parotis gefärbt mit LUZP61-29. C, D: Schlecht 
differenziertes Adenokarzinom der Parotis gefärbt mit LUZP630-58. 
Chromogen DAB, braun: Nachweis des Antigens. Originale Vergrößerung in (A), (C): 100x, (B), (D): 200x 
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Abbildung 9: Membrana elastica interna in muskulären Arterien gefärbt mit LUZP6 
A-B: Muskuläre Arterie gefärbt mit LUZP630-58 (originale Vergrößerung (A): 100x, (B): 400x) 
C-D: Färbung einer muskulären Arterie mit LUZP630-58 (C) und LUZP61-29 (D) in Originalvergrößerung 200x 
Chromogen DAB, braun: Nachweis des Antigens.  
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Tabelle 11: Zur Etablierung verwendete Positivkontrollen für LUZP61-29 und LUZP630-58 
Histo-Nr. Gewebe/Diagnose Ergebnis der Färbung mit 
LUZP61-29 
Ergebnis der Färbung mit 
LUZP630-58 
Z2402-13 Burkitt Lymphom infiltrierend in 
Kolonschleimhaut 
schwach positiv schwach positiv 
H23627-11 Burkitt Lymphom im Dünndarm schwach positiv schwach positiv 
H14293-12 Infiltration eines Lymphknotens 
mit Burkitt Lymphom 
negativ negativ 
H6702-13 Burkitt Lymphom im 
Nasopharynx 
negativ schwach positiv 
Z7257-14 Testis/chronische Epididymitis negativ negativ 
H37901-14 Lymphknoten mit chronischer 
Lymphadenitis 
negativ negativ 
H37901-14 Parotisgewebe mäßig starke Färbung der 
Epithelzellen der 
Ausführungsgänge 
stark positive Färbung der 
Epithelzellen der 
Ausführungsgänge 
H46725-14 Parotisgewebe mit Infiltraten 
eines schlecht differenzierten 
Adenokarzinoms 
mäßig positive Färbung 
des Karzinoms 
mäßig positive Färbung 
der normalen 
Ausführungsgänge der 
Parotis in der 
Infiltrationszone 
mäßig positive Färbung 
des Karzinoms 
mäßig positive Färbung 
der normalen 
Ausführungsgänge der 
Parotis in der 
Infiltrationszone 
H27794/15 Adenokarzinom der Parotis schwach positive Färbung 
des Karzinoms 
mäßig positive Färbung 
des Karzinoms 
H23260-15 Lymphknoten mit Infiltration 
eines schlecht differenzierten 
Parotiskarzinoms 
mäßig positive Färbung 
der Karzinomzellen 
stark positive Färbung der 
Karzinomzellen 
H6957-15 Lymphknotenmetastase eines 
Parotiskarzinoms 
mäßig positive Färbung 
der Karzinomzellen 
stark positive Färbung der 
Karzinomzellen 
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OCC1Abnova 
Initial wurden fünf Bioptate von mäßig differenzierten Adenokarzinomen des Kolons sowie eines von einem 
schlecht differenzierten Kolonkarzinom mit OCC1Abnova gefärbt, ohne Nachweis einer positiven 
Färbungsreaktion. Zudem wurde ein Gewebeschnitt eines unauffälligen Kolonareals untersucht, welcher 
wenige Regionen mit wenigen positiven Zellen zeigte, wobei die übrigen Zellen eine negative 
Färbungsreaktion demonstrierten. Die im Gewebe liegenden Granulozyten zeigten aber eine sehr starke 
zytoplasmatische Färbung. Des Weiteren wurden Gewebeschnitte der Milz mit dem Antikörper gefärbt, 
welches ebenfalls eine kräftige Färbung der Granulozyten ergab. Daraufhin wurde die Milz als positive 
Kontrolle für die Färbungen gewählt. Die Granulozyten bieten sich als interne positive Kontrolle für alle zu 
untersuchenden Schnitte an (Abbildung 10).  
Tabelle 12: Untersuchte potentielle Positivkontrollen für OCC1Abnova ("Overexpressed in Colon Carcinoma") 
Histo-Nr. Gewebe/Diagnose Ergebnis der Färbung 
H14049-14 mäßig differenziertes Adenokarzinom des Kolons (G2) 
negativ 
stark positive Granulozyten 
H13314-14 mäßig differenziertes Adenokarzinom des Kolons (G2) 
negativ 
stark positive Granulozyten 
H13997-14 mäßig differenziertes Adenokarzinom des Kolons (G2) 
negativ 
stark positive Granulozyten 
H12091-14 schlecht differenziertes medulläres Adenokarzinom (G3) des Zökums 
negativ 
stark positive Granulozyten 
H11924-14 mäßig differenziertes Adenokarzinom des Kolons (G2) 
negativ 
stark positive Granulozyten 
N7754-14 mäßig differenziertes Adenokarzinom des Kolons (G2) 
negativ 
stark positive Granulozyten 
H7047-14 2 
Kolon ohne pathologische 
Veränderungen nach Gastrektomie bei 
Magenkarzinom 
schwach positiv (einzelne positive 
Epithelzellen) 
stark positive Granulozyten 
Milz5 normales Milzgewebe stark positive Granulozyten 
H39349-14 Milz mit akuter subkapsulärer Einblutung stark positive Granulozyten 
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Abbildung 10: Färbung mit OCC1Abnova 
A-C. Milz Präparat mit kräftig positiv gefärbten Zellen (Originalvergrößerung (A) 100x, (B) 200x, (C) 400x). Die 
positiven Zellen zeigen sich segmentkernig und sind morphologisch mit Granulozyten vereinbar. 
D: Infiltrationszone eines Glioms in Originalvergrößerung 200x. 
Chromogen DAB, braun: Nachweis des Antigens. 
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Färbung von Glioblastomen 
Insgesamt wurden 49 Glioblastome und ein Gliosarkom mit den Antikörpern gefärbt. Von diesen konnten 
13 einer mRNA-Analyse unterzogen werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse detailliert dargestellt: 
Färbung mit ApoC-1 
Bei der Färbung mit ApoC-1 zeigten 13 (26%) Glioblastome eine schwache Reaktion und 12 (24%) eine 
mäßige Färbungsreaktion. Die restlichen 25 (50%) Präparate waren negativ (Abbildung 11). Der mediane 
IRS Score lag bei 2,5. Bei den positiven Zellen handelte es sich vor Allem um wenige stark gefärbte Zellen, 
verteilt im Tumorgewebe. Seltener konnten Regionen mit vielen positiven Zellen beobachtet werden, 
welche jedoch nur einen kleinen Anteil des gesamten Tumorgewebes ausmachten. Die Färbung war bei 
allen beobachteten positiven Zellen zytoplasmatisch. Zudem zeigte sich in den Infiltrationszonen des 
Tumors in das Hirngewebe eine homogene Hintergrundfärbung (Abbildung 12). 
 
Abbildung 11: Anzahl positiver GBM-Proben bei Färbung mit ApoC-1  
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Abbildung 12: Färbung von Glioblastomen mit ApoC-1. 
A: Präparat B1145-04, originale Vergrößerung 100x, B: Präparat B1191, originale Vergrößerung 200x 
Chromogen AEC, rosa: Nachweis des Antigens.    
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Färbung mit C12orf75 
Bei der Färbung mit C12orf75 zeigten 11 (22%) Glioblastome eine schwache Reaktion und 7 (14%) eine 
mäßige Färbungsreaktion. Die übrigen 32 (64%) Proben waren negativ (Abbildung 13). Der mediane  
IRS-Score lag bei 2. Die positiven Fälle zeigten wenige große positive Zellen mit kräftiger zytoplasmatischer 
Färbung (Abbildung 14).  
 
Abbildung 13: Anzahl der positiven GBM Proben bei Färbung mit C12orf75 
 
Abbildung 14: Glioblastom gefärbt mit C12orf75 in originaler Vergrößerung 200x (A) und 400x (B). 
Präparat N00117-14, Chromogen: DAB, braun: Nachweis des Antigens 
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Färbung mit LUZP61-29 
Bei der Färbung mit LUZP61-29 zeigten 4 (8%) Glioblastome eine stark positive Reaktion, 34 (68%) eine 
mäßige und 8 (16%) eine schwach positive Färbungsreaktion. Vier Präparate (8%) waren negativ (Abbildung 
15). Der mediane IRS-Score lag bei 6. Die positiv gefärbten Zellen im Tumorbereich zeigten zumeist eine 
homogene zytoplasmatische Anreicherung, daneben demonstrierten einige Zellen eine kräftige nukleäre 
Färbungsreaktion. Oft befanden sie sich in einer Region mit mehreren positiven Nachbarzellen. 
Morphologisch konnten zwei Zellpopulationen identifiziert werden, größere „ballonierte“ Zellen mit großen 
Zellkernen und großem Zytoplasma, und kleinere, spindelförmige Zellen. Diese Zelltypen waren jedoch 
nicht immer gleichzeitig in allen positiven Fällen vorhanden (Abbildung 16). Bei den stark positiven Fällen 
zeigte häufig auch der Hintergrund eine deutliche Mit-Reaktion, die zum Teil als unspezifisch bewertet 
werden musste (Abbildung 19). Zusätzlich konnte häufig eine erhöhte Anzahl von positiven Zellen 
perivaskulär beobachtet werden. 
 
Abbildung 15: Anzahl der positiven GBM-Proben bei Färbung mit LUZP61-29 
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Abbildung 16: Färbung mit LUZP61-29.  
A: Glioblastom mit vermehrten positiven Zellen in 200x Originalvergrößerung. In 400x Originalvergrößerung 
(B) ist neben der zytoplasmatischen Färbung eine kräftigere nukleäre Färbungsreaktion sichtbar. Präparat 
B1191-03. 
C-D: Weiteres Glioblastom in 200x (C) und 400x (D) Originalvergrößerung mit großen Zellen mit 
zytoplasmatischer Anreicherung. Präparat N897-15. 
Chromogen: DAB, braun=Nachweis des Antigens 
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Färbung mit LUZP630-58 
Bei der Färbung mit LUZP630-58 zeigten 4 (8%) Glioblastome eine stark positive Reaktion, 42 (84%) 
Glioblastome eine mäßige und ein Präparat (2%) eine schwach positive Reaktion. Die übrigen 3 Präparate 
(6%) waren negativ (Abbildung 17). Der mediane IRS-Score betrug 9. Ähnlich wie bei LUZP61-29 zeigten die 
positiv gefärbten Zellen im Tumorbereich der Proben eine homogene zytoplasmatische Anreicherung. Es 
konnten die gleichen zwei verschiedenen Zelltypen identifiziert werden, größere „ballonierte“ und kleinere 
spindelförmige Zellen, häufig mit höherer Frequenz perivaskulär. Bei den stark positiven Fällen gab es 
meistens auch eine sehr starke Hintergrundreaktion. Des Weiteren zeigte sich ähnlich wie bei den 
Positivkontrollen eine Färbung der Membrana elastica interna muskulärer Arterien (Abbildung 18). 
 
Abbildung 17: Anzahl der positiven GBM-Proben bei Färbung mit LUZP630-58 
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Abbildung 18: Färbung mit LUZP630-58. 
A - B: Glioblastom mit stark positiver Färbung in 40x und 200x Originalvergrößerung. Präparat B1191-03  
(siehe auch Abbildung 16). 
C: Positives Tumorareal eines Glioblastoms mit großen „ballonierten“ Zellen mit stark positiver 
zytoplasmatischer Färbung (Originalvergrößerung 400x). Präparat N1946-14. 
D: Region eines Glioblastoms ohne wesentliche Färbungsreaktion der Tumorzellen aber deutlicher Färbung 
der Membrana elastica interna einer Arterie (Pfeil, Originalvergrößerung: 200x). Präparat N805-15. 
Chromogen: DAB, braun=Nachweis des Antigens 
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Abbildung 19: Unspezifische Färbungsreaktion des Hintergrunds eines Glioblastoms (Präparat N390-15) nach 
Färbung mit LUZP61-29 (A) und LUZP630-58 (B), Originalvergrößerung 100x, Chromogen: DAB, braun=Nachweis 
des Antigens 
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Färbung mit OCC1Abnova 
Bei der Färbung mit OCC1Abnova zeigten 2 (4%) Glioblastome eine mäßige und 4 (8%) eine schwach positive 
Reaktion. Die restlichen 44 (88%) Proben waren negativ (Abbildung 20). Der mediane IRS-Score lag bei 1. 
Die positiven Zellen demonstrierten eine „ballonierte“ Morphologie und waren in wenigen Regionen 
konzentriert. Des Weiteren zeigte sich in fast allen Fällen, ähnlich wie bei den Positivkontrollen, eine starke 
Färbungsreaktion der abgebildeten Granulozyten (Abbildung 21). 
 
Abbildung 20: Anzahl der positiven GBM-Proben bei Färbung mit OCC1Abnova 
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Abbildung 21: Färbung mit OCC1Abnova. 
A-B: Positive Region eines Glioblastoms in 100x (A) und 400x (B) Originalvergrößerung, in welcher nahezu alle 
Zellen eine positive zytoplasmatische Färbung bei einer „ballonierten“ Morphologie aufweisen. Präparat 
N1283-13. 
C-D: Der größte Anteil des Tumorgewebes in dieser Gewebeprobe bleibt negativ, bei reproduzierbar positiver 
Färbung der Granulozyten (Präparat N1924-14, Originalvergrößerung C: 100x, D: 400x). 
Chromogen: DAB, braun=Nachweis des Antigens 
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Nachweishäufigkeit der Kandidaten-Proteine 
Zählt man für die verschiedenen Färbungen die Anzahl der nicht negativen Proben (schwach, mäßig und 
stark positiv) zusammen, so waren in den untersuchten Glioblastomen insgesamt 50% (N=25) der 
Gewebeproben positiv für ApoC-1, 36% (N=18) positiv für c12orf75, 92% (N=46) positiv für LUZP61-29, 94% 
(N=47) positiv für LUZP630-58 und 12% (N=6) positiv für OCC1Abnova (Abbildung 22).  
 
 
Abbildung 22: Prozentzahl der positiv gefärbten Glioblastome (n=50). Die Färbeintensität der Proben war 
höher für die häufiger nachgewiesenen Antigene (siehe Abbildung 23) 
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Abbildung 23: Intensität der Färbungsreaktion 
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Abbildung 24: Färbung eines Glioblastoms mit ApoC-1 (A), C12orf75 (B), LUZP61-29 (C), LUZP630-58 (D) und 
OCC1Abnova (E) in 200x Originalvergrößerung (Präparat N897-15). 
Chromogen in(A): AEC – rosa= Nachweis des Antigens, (B)-(E): DAB – braun = Nachweis des Antigens 
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Vergleich von LUZP61-29 mit LUZP630-58 und Korrelation der Färbungen 
Der LUZP630-58 Antikörper zeigte insgesamt, ähnlich wie bei den Positivkontrollen, eine höhere 
Färbungsintensität im Vergleich zu LUZP61-29. Die gefärbten Regionen des Tumorgewebes korrelierten bei 
korrespondierenden Gewebeschnitten gut miteinander (Abbildung 25). Von den Glioblastomen waren 
übereinstimmend 92% (N=46) positiv und 6% (N=3) negativ für beide Antikörper LUZP61-29 und LUZP630-58. 
Das untersuchte Gliosarkom (N00565/13) blieb negativ für LUZP61-29, aber war mäßig positiv für LUZP630-58. 
Insgesamt zeigten die IRS Scores der Schnitte für LUZP61-29 eine positive Korrelation zu den Scores der 
LUZP630-58-Färbung (Spearman’s ρ=0,53, p<0,01) (Abbildung 26).  
Die Positivität für die weiteren Färbungen wies untereinander keine signifikante Korrelation auf  
(Tabelle 13). Wenn aber die für OCC1Abnova positiven Tumorareale eines Schnittes isoliert betrachtet 
wurden, zeigten die positiven „ballonierten“ Zellen auch ein positives Signal bei Einsatz der LUZP61-29 und 
LUZP630-58 Antikörper, aber keine Färbungsreaktion mit ApoC-1 oder C12orf75 (Abbildung 27). 
Tabelle 13: Korrelation der immunhistochemischen Färbungsreaktionen 
 Korrelation der Färbungen (Spearman’s ρ) 
 ApoC-1 C12orf75 LUZP61-29 LUZP630-58 OCC1Abnova 
ApoC-1  0,03 -0,18 -0,22 0,01 
C12orf75 0,03  -0,05 0,00 0,24 
LUZP61-29 -0,18 -0,05  0,53* 0,00 
LUZP630-58 -0,22 0,00 0,53*  0,05 
OCC1Abnova 0,01 0,24 0,00 0,05  
 * p<0,01 
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Abbildung 25: Färbung eines zystischen Glioblastoms mit Hämatoxylin-Eosin in 100x (A) und 400x (B) originaler 
Vergrößerung. Das gleiche Areal gefärbt mit LUZP61-29 in 100x (C) und 400x (D) sowie mit LUZP630-58 in 100x (E) 
und 400x (F) originaler Vergrößerung (Präparat B1917-04). 
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Abbildung 26: Streudiagramm mit der Korrelation des semiquantitativen Färbungs-Scores (IRS) zwischen 
LUZP61-29 und LUZP630-58, einschließlich der linearen Regressionslinie mit CI=95% (Spearman’s ρ=0,53, p<0,01). 
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Abbildung 27: Abschnitt eines korrespondierenden Areals mit „ballonierten“ Zellen in einem Glioblastom 
(Präparat B503-05), alle in 100x originaler Vergrößerung. 
(A) Färbung mit Hämatoxylin-Eosin, (B) ApoC-1, (C) C12orf75, (D) LUZP61-29, (E) LUZP630-58 und (F) OCC1Abnova. 
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Abbildung 27: Die großen „ballonierten“ Zellen mit schwacher Färbungsreaktion mit OCC1Abnova, zeigen eine 
kräftige Färbung mit LUZP61-29 und eine noch kräftigere mit LUZP630-58. G: Hämatoxylin-Eosin, H: ApoC-1, I: 
C12orf75, J: LUZP61-29, K: LUZP630-58 und L:  OCC1Abnova (Präparat B503-05 , alle originale Vergrößerung 400x).  
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Korrelation mit klinischen und molekularen Parametern 
Die Färbung mit c12orf75 ergab häufiger eine positive Reaktion in den Proben aus jüngerer Zeit  
(nicht-zystische und zystische GBM) im Vergleich zu den Vorgänger-Proben, die nur zystische GBMs 
umfassen (48,39% vs. 15,79%, p<0,05). Wenn aber der Färbungs-Score der positiven Proben beider 
Gruppen betrachtet wurde, konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden (medianer 
Färbungs-Score 4 in beiden Subgruppen, p=0,62 – Tabellen 14 und 15). Die medianen Färbungs-Scores der 
positiven Proben unterschieden sich signifikant für LUZP61-29, welches intensiver in den Vorgänger-Proben 
nachweisbar war (medianer Färbungs-Score 6 in den aktuellen Proben vs. 9 in den Vorgänger-Proben, 
p<0,01). 
Wurden alle Glioblastome (n=50) in zystische (N=43) und nicht-zystische (N=7) Tumoren unterteilt, so 
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Häufigkeit des Nachweises der Proteine oder der 
Intensität der Färbungen, wobei alle OCC1Abnova positiven Fälle eine zystische Morphologie hatten 
(Abbildungen 28 und 29). Eine zuverlässige statistische Analyse war jedoch aufgrund der kleinen Anzahl der 
nicht zystischen Glioblastome nur bedingt möglich. 
Bei 5 der aktuellen eigenen Fälle handelte es sich um Rezidiv-Glioblastome. Die Färbungsergebnisse 
korrelierten gut mit den Häufigkeiten der primären Tumoren, ohne dass eine Signifikanz-Analyse mit 
ausreichender statistischer Power durchgeführt werden konnte (Abbildung 30). 
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Abbildung 28: Positive Färbungsreaktion im Vergleich von nicht-zystischen aktuellen Proben, zystischen 
aktuellen Proben und zystischen Vorgängerproben. 
 
 
Tabelle 14: Mediane Färbungs-Scores in den Subgruppen 
Färbung 
Mediane Färbungs-Scores 
aktuelle 
Proben 
(n = 31) 
Vorgänger 
Proben 
(n = 19) 
Zystische 
GBMs 
(n=43) 
 
Nicht-
zystische 
GBMs 
(n=7) 
MGMT 
positiv 
(n=17) 
MGMT 
negativ 
(n=12) 
IDH 
mutiert 
(n=5) 
IDH 
Wildtyp 
(n=25) 
ApoC-1 2 3 3 2 2 4 1 3 
C12orf75 2 1 2 0 2 2,5 6 2 
LUZP61-29 6 9* 6 6 6 6 4 6 
LUZP630-58 8 9 9 6 6 8,5 6 9 
OCC1Abnova 1 0** 1 0 1 1 1 1 
*p<0,01, **p<0,05 (Wilcoxon Rank Test) 
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Tabelle 15: Mediane Färbungs-Scores der positiven Proben in den Subgruppen 
Färbung 
Mediane Färbungs-Scores positiver Schnitte 
aktuelle 
Proben 
 
Vorgänger 
Proben 
 
Zystische 
GBMs 
Nicht-
zystische 
GBMs 
MGMT 
positiv 
MGMT 
negativ 
IDH 
mutiert 
IDH 
Wildtyp 
ApoC-1 6 (n=14) 4 (n=11) 4 (n=22) 6 (n=3) 6 (n=6) 5 (n=8) 6 (n=1) 6 (n=13) 
C12orf75 4 (n=15) 4 (n=3) 4 (n=15) 6 (n=3) 5 (n=8) 5 (n=6) 6 (n=4) 4 (n=10) 
LUZP61-29 6 (n=27) 9 (n=19)* 6 (n=40) 6 (n=6) 6 (n=14) 6 (n=11) 6 (n=3) 6 (n=23) 
LUZP630-58 9 (n=28) 9 (n=19) 9 (n=41) 6 (n=6) 9 (n=15) 9 (n=11) 6 (n=3) 9 (n=24) 
OCC1Abnova 4 (n=5) 4 (n=1) 4 (N=4) - 4 (n=3) 4,5 (n=2) 4 (n=1) 5 (n=4) 
*p<0,01 (Wilcoxon Rank Test) 
 
 
Abbildung 29: Prozentzahl der positiven Färbungsreaktionen im Gesamtvergleich aller zystischen und  
nicht-zystischen Tumoren. 
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Abbildung 30: Prozentzahl der positiven Färbungsreaktionen in primären und Rezidiv-Tumoren der 31 
aktuellen Glioblastom-Fälle. 
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Der Methylierungsstatus des MGMT Promoters lag für 29 Patienten vor. Von diesen waren 17 methyliert 
(Tumor empfindlicher gegen Chemotherapie) und 12 waren nicht methyliert. Die Fälle mit und ohne 
Methylierung des MGMT-Promoters unterschieden sich nicht signifikant im Vorhandensein der Proteine 
oder in der Intensität der Färbungsreaktionen (Tabellen 14 und 15, Abbildung 31).  
 
Abbildung 31: Positive Färbungsreaktionen aufgeschlüsselt nach MGMT Methylierungsstatus (n=29). Der 
beobachtete Unterschied für ApoC-1 war nicht statistisch signifikant (Fishers Exact Test, p=0,28). 
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Die Mutationsanalyse für IDH1/IDH2 war für 30 der aktuellen Fälle verfügbar. Von diesen Glioblastomen 
wiesen 25 den IDH-Wildtyp auf und 5 hatten eine IDH Mutation. Die beiden Subgruppen zeigten jedoch 
keine signifikanten Unterschiede in der Häufigkeit der positiven Färbungsreaktionen, wobei wegen der sehr 
geringen Anzahl von Tumoren mit IDH Mutation, keine ausreichende Power in der statistischen Analyse zu 
erreichen war (Tabellen 14 und 15, Abbildung 32). 
 
Abbildung 32: Positive Färbungsreaktionen aufgeschlüsselt nach IDH Mutation. Alle Unterschiede waren 
statistisch nicht signifikant. 
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Färbung von weiteren Gliomen 
Neben der Färbung der Glioblastome wurde zusätzlich für die vorliegende Arbeit eine kleine Gruppe 
niedergradiger Gliome untersucht. Darunter waren drei Patienten mit diffusem Astrozytom (WHO II) und 
drei mit anaplastischem Astrozytom (WHO III). In zwei Fällen der diffusen Astrozytome konnte das Protein 
LUZP6 nachgewiesen werden und ein Fall war positiv für C12orf75. Von den Präparaten der Patienten mit 
anaplastischem Astrozytom waren ein Fall positiv für LUZP6 und einer positiv sowohl für ApoC-1 als auch 
für c12orf75 (Tabelle 16).  
 
Tabelle 16: Färbung von weiteren Gliomen 
  Färbungs-Score 
Nr. Diagnose ApoC-1 C12orf75 LUZP61-29 LUZP630-58 
N00242/15 Astrozytom WHO II 1 0 6 6 
N00427/14 Astrozytom WHO II 0 0 0 1 
N01321/13 
 Astrozytom WHO II 0 6 4 4 
N00194/13 Astrozytom WHO III 0 0 4 6 
N00727/13 Astrozytom WHO III 2 2 2 2 
N00735/13 Astrozytom WHO III 4 6 1 1 
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mRNA-Expression von ApoC-1, LUZP6 und OCC1 
Die Expressionsanalyse der vier zu den Proteinen gehörigen Gene in den 13 verfügbaren Glioblastom-
Proben demonstrierte eine mittlere Expression (in relativen Einheiten) des ApoC-1-Gens von 36,13 (±17,29), 
des LUZP6-Gens von 23,32 (±6,28), des c12orf75-Gens von 2,88 (±1,42) und des OCC1Abnova-Gens von 0,84 
(±0,41) (Kruskal-Wallis χ2 = 39,89, df =3, P<0,01). Die Post Hoc Analyse demonstrierte einen statistisch 
signifikanten Unterschied zwischen der Expression von ApoC-1 und OCC1Abnova (p<0,05) und zwischen ApoC-
1 und c12orf75 (p<0,05) sowie zwischen LUZP6 und c12orf75 (p<0,05) und LUZP6 und OCC1Abnova (p<0,05). 
Die weiteren Unterschiede waren nicht statistisch signifikant (Abbildung 33). Die entsprechenden Färbungs-
Scores der 13 Proben korrelierten jedoch nicht mit der relativen mRNA-Expression der Gene (Tabelle 17, 
Abbildung 34).  
 
Abbildung 33: mRNA-Expression von ApoC-1, C12orf75, OCC-1 und LUZP6 in 13 Glioblastomen normalisiert zur 
Expression des Referenz-Gens TBP (CI = 95%). 
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Tabelle 17: Gegenüberstellung mRNA-Expression mit Färbungs-Score 
 Färbungs-Score Relative mRNA Expression 
 ApoC-1 C12orf75 LUZP61-29 LUZP630-58 OCC1Abnova ApoC-1 C12orf75 LUZP6 OCC1Abnova 
N00049/13 4 1 6 9 1 40,14 2,56 20,92 0,97 
N00390/15 0 4 8 9 0 14,09 3,81 25,48 1,13 
N00481/14 0 4 4 6 0 46,01 7,10 50,85 1,87 
N00565/13 6 0 1 9 1 11,11 0,46 11,76 0,15 
N00834/13 2 0 4 9 1 82,59 6,89 28,20 2,04 
N00861/15 0 0 4 9 0 18,38 0,74 13,34 0,16 
N01234/14 6 4 2 2 3 43,93 1,02 31,46 0,35 
N01283/13 2 2 6 9 6 5,67 1,42 16,53 0,46 
N01335/14 6 6 6 6 0 41,93 5,43 22,75 1,62 
N01362/14 2 4 6 9 1 19,89 1,23 20,25 0,24 
N01807/14 4 2 6 8 1 101,39 3,60 23,93 1,06 
N01887/13 6 2 6 6 2 12,19 2,57 26,25 0,66 
N02014/13 0 2 4 6 1 32,41 0,55 11,47 0,15 
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Abbildung 34: Korrelation der Färbungs-Scores mit der relativen mRNA Expression. 
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Diskussion 
Zur näheren Bestimmung des zur Molekulargewicht-Bande 6424Da passenden Proteins, nachgewiesen in 
Zystenflüssigkeit zystischer Glioblastome, wurde in dieser Arbeit die Methode der indirekten 
Immunhistochemie gewählt. Sie ist eine gut etablierte Methode mit hoher Sensitivität und Spezifizität für 
die Markierung von Proteinen. Im Gegensatz zu genomischen oder transkriptomischen Methoden wird das 
reife Protein als Resultat der entsprechenden Gen-Expression und anschließenden posttranslationalen 
Prozessierung nachgewiesen, sozusagen am Ende der durchlaufenen Biosynthese-Kette. Zudem besteht der 
Vorteil des optischen Nachweises des entsprechenden Antigens und seiner Lokalisation im Gewebe. 
Nachteile sind, dass die Auswertung semi-quantitativ ist und der subjektiven Einschätzung des Untersuchers 
unterliegt. Deswegen wurde zur besseren Beurteilung der Expression der Proteine in einer Subgruppe der 
untersuchten Fälle auch das Vorhandensein von mRNA der Proteine mittels RT-qPCR bestimmt. Dies ist eine 
objektive und semi-quantitative Analyse, deren Ergebnis die immunhistochemischen Beobachtungen 
unterstützen kann.  
Ausgewählt wurden Proben von Patienten mit histologisch gesichertem Glioblastom. Zur umfangreicheren 
Untersuchung des Vorhandenseins der Proteine wurden sowohl zystische als auch nicht zystische 
Glioblastome eingeschlossen sowie primäre und rezidivierende Tumore. Zudem wurden auch „ältere“ 
histologische Schnitte zystischer Glioblastome aus der Originalarbeit von Hoelscher untersucht, in deren 
korrespondierenden Zystenflüssigkeiten die 6424 Dalton Proteinbande aufgetreten war.  
Diskussion der Proteine  
ApoC1 
Für die Färbung von ApoC-1 wurde ein kommerziell erhältlicher Antikörper verwendet, dessen Spezifität für 
die Sequenz des trunkierten Proteins durch den Hersteller geprüft wird. Das Protein ApoC-1 wird 
hauptsächlich in der Leber produziert, weswegen Gewebeproben der Leber für die Etablierung der Färbung 
und anschließend als positive Kontrollen gewählt wurden (Lauer, Walker et al. 1988). Die in dieser Arbeit 
beobachtete kräftige und homogene zytoplasmatische Färbung der Hepatozyten ist also mit der 
vorhandenen Literatur vereinbar. Obwohl das Auftreten von ApoC-1 im Glioblastom bisher nicht 
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beschrieben worden ist, war sein Nachweis nicht unwahrscheinlich, unter Berücksichtigung der in letzter 
Zeit zunehmenden Hinweise auf weitere Funktionen von ApoC-1 im zentralen Nervensystem, die über den 
Lipidstoffwechsel hinausgehen (Berbee, Vanmierlo et al. 2011). Zudem wurde eine Expression des Proteins 
in der Hirnrinde und im Neuropil vorbeschrieben (Uhlen, Fagerberg et al. 2015). 
In dieser Arbeit konnte ApoC-1 in der Hälfte der untersuchten Glioblastome nachgewiesen werden, ein 
Ergebnis, welches durch den Nachweis von ApoC-1 mRNA in 13 dieser Glioblastome unterstützt wird. Dies 
entspricht dem erstmaligen Nachweis von ApoC-1 in Glioblastomzellen. 
Der Nachweis von ApoC-1 kann einerseits die normale Expression im ZNS Gewebe und somit auch 
potentieller Glioblastom-Progenitorzellen reflektieren. Insofern ist es plausibel, dass das Protein durch 
nekrobiotische Degradation auch in der Zystenflüssigkeit zystischer Glioblastome vorhanden ist. 
Andererseits ist eine pathophysiologische Rolle von ApoC-1 im Glioblastom jedoch weiterhin möglich. Ein 
potentieller Mechanismus wäre der Einfluss auf inflammatorische Reaktionen, ähnlich wie es z.B. beim 
Lungenkarzinom beschrieben wurde. Dort konnte ein Zusammenhang von ApoC-1 mit IL-6 gezeigt werden, 
welcher mit der Prognose der Patienten korreliert (Ko, Wang et al. 2014). Auch im Glioblastom wird eine 
signifikante Beteiligung von inflammatorischen Prozessen in der Mikroumgebung des Tumors  
bei der Proliferation und Infiltration des Tumors und bei der Angiogenese angenommen  
(Manini, Caponnetto et al. 2018). 
Obwohl die genauen Mechanismen noch unklar sind, scheint die Interaktion zwischen den Tumorzellen und 
aktivierten Immunzellen, sowie verschiedenen Interleukinen, welche eine autokrine und parakrine Funktion 
aufweisen, mehrere Signalwege zu beeinflussen. Dies führt zu einer Akkumulation genetischer Fehler sowie 
epigenetischer Veränderungen in den Tumorzellen, welche einerseits die Proliferation und Infiltration der 
Tumore fördern andererseits in der Entwicklung von Resistenz gegen Therapiemodalitäten münden 
(Sowers, Johnson et al. 2014). Ein weiterer möglicher tumorfördernder pathogenetischer Mechanismus ist 
die anti-apoptotische Wirkung von ApoC-1 in Tumorzellen, z.B. durch Aktivierung der Protein-Kinase Akt, 
wie dies bereits in Karzinomen gezeigt wurde, und was mit einer schlechteren Prognose korrelierte (Takano, 
Yoshitomi et al. 2008). Auch im Glioblastom führt die aktivierte Protein-Kinase-Akt einerseits durch negative 
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Regulation von p53 und Bad sowie durch die indirekte Deaktivierung von mTOR zur Hemmung der Apoptose 
(Valdes-Rives, Casique-Aguirre et al. 2017). Die Rolle von ApoC-1 in der Apoptose scheint hier jedoch nicht 
eindeutig zu sein. 
Im Gegensatz zu der anti-apoptotischen Rolle von ApoC-1, wurde in Tier-experimentellen Modellen eine 
Bax-spezifische Hemmung der Zellproliferation beschrieben (Sun, Zhang et al. 2016). Der Bax Signalweg ist 
auch im Glioblastom wichtig und wird unter anderem im Rahmen der therapeutischen Wirkung von 
Temozolomid diskutiert (Valdes-Rives, Casique-Aguirre et al. 2017). Diese widersprüchlichen Ergebnisse 
spiegeln die bekannte Heterogenität von Glioblastomen wider, die zum Teil innerhalb ein und desselben 
Glioblastoms auftritt. In Anbetracht des in dieser Arbeit geführten Nachweises von ApoC-1 in Glioblastomen 
ist eine weitere Abklärung seiner pathogenetischen Rolle in der Erkrankung sicherlich sinnvoll. 
OCC-1 
Für die Färbung von OCC1 wurde, wie bei ApoC-1, ein kommerziell erhältlicher Antikörper verwendet 
(OCC1Abnova). Die Prüfung der, nach gesonderter Nachfrage, vom Hersteller angegebenen immunogenen 
Sequenz zeigte jedoch, dass diese nicht dem OCC1 Protein mit 6,4 kDa Molekulargewicht entspricht. Nach 
Aufarbeitung der in Online-Datenbanken verfügbaren molekularen Daten konnte gezeigt werden, dass das 
Occ1Abnova –Peptid durch einen versetzten Reading Frame des C12orf75 kodiert würde, was dem Peptid 
entspricht, welches die Arbeitsgruppe von Pibouin bei der Erstbeschreibung von OCC1 mRNA postulierte 
(Pibouin, Villaudy et al. 2002). 
Seitdem konnten weitere multiple mRNA Splicing-Varianten für OCC1 identifiziert werden und die Peptid-
Sequenz wurde revidiert (Najafi, Soltani et al. 2017). Erwähnenswert ist, dass der OCC1Abnova Antikörper, 
welcher zum Beginn der Arbeit als anti-OCC1 kommerziell angeboten wurde, nunmehr vom Hersteller in 
„Antikörper gegen ein synthetisches Peptid von c12orf75“ umbenannt wurde. Dementsprechend wurde in 
den vorliegenden Untersuchungen ein anderer Antikörper mit Spezifizität für die gesuchte Peptid-Sequenz 
ausgewählt, welcher im Rahmen dieser Arbeit zur Differenzierung vom erstgenannten Antikörper als 
C12orf75 bezeichnet wird. Seine immunogene Sequenz korreliert zu der von der Arbeitsgruppe von Kikuchi 
beschriebenen Aminosäuresequenz (Kikuchi, Fukuda et al. 2009). 
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C12orf75 
Unter Berücksichtigung der Erstbeschreibung von OCC1-mRNA in Kolonkarzinomen, wurden zunächst zwei 
Adenokarzinome untersucht. Beide zeigten jedoch eine negative Reaktion, weswegen diese Tumore nicht 
als positive Kontrolle für die Färbung dienen konnten. Dieses Ergebnis ist mit der Arbeit von Pibouin 
vereinbar, in welcher die mRNA von OCC1 in nur einem Drittel der untersuchten Kolonkarzinome 
nachgewiesen werden konnte (Pibouin, Villaudy et al. 2002). Zur Untersuchung der tatsächlichen 
Expression von OCC1 in Kolonkarzinomen müsste ein größeres Kollektiv solcher Tumoren untersucht 
werden, was den Rahmen dieser Arbeit gesprengt hätte. 
Als nächstes wurden normale Nierenproben gefärbt, in denen laut der vorhandenen Literatur eine 
Expression von OCC1 erwartet werden konnte. Beide untersuchten Proben demonstrierten eine 
reproduzierbar regelrechte, stark positive Färbungsreaktion der Tubuli renalis mit C12orf75, so dass sie als 
positive Kontrollen für die Färbung gewählt wurden. 
Im menschlichen ZNS war bereits eine mäßige Expression des OCC1-Proteins vor Allem im cerebralen Cortex 
und im Cerebellum beschrieben, bei geringer RNA-Expression in mehreren ZNS Anteilen (Uhlen, Fagerberg 
et al. 2015). In der hier vorliegenden Arbeit konnte C12orf75 sowohl immunhistochemisch als auch auf 
mRNA Ebene in Glioblastomen nachgewiesen werden. Ähnlich wie bei ApoC-1, kann dieses Ergebnis 
einerseits durch die normale Expression des Proteins im ZNS-Gewebe erklärt werden. Gleichzeitig könnte 
OCC1 aber auch eine pathophysiologische Signifikanz im Glioblastom haben, beispielsweise durch die 
mitkodierte miRNA miR-ex1, welche im Wnt Signalisierungsweg beteiligt ist. Eine ähnliche epigenetische 
Regulation in Gliomen durch andere micro-RNA wurde bereits beschrieben (Rathod, Rani et al. 2014). 
OCC1Abnova 
Interessanterweise zeigte aber auch der Antikörper gegen OCC1Abnova, welcher aufgrund der Entstehung 
seines Immunogens aus einem verschobenen ORF als negative Kontrolle für die weiteren Färbungen 
gedacht wurde, eine positive Färbungsreaktion in einer Minderheit der untersuchten Glioblastome. 
Daneben bestand darüber hinaus eine reproduzierbare Färbung von Granulozyten in allen untersuchten 
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Gewebeschnitten, ein Ergebnis, was in Anbetracht der bekannten genetischen Daten für OCC1 nicht zu 
erwarten war.  
Aufgrund des regelrecht negativen Ausfalls der Negativkontrollen in den immunhistochemischen 
Färbeansätzen scheint dies eine spezifische Reaktion zu sein, und unabhängig von einer möglichen Wirkung 
endogener Granulozyten-Peroxidase. Das Vorhandensein dieses „Occ1Abnova-Proteins“ wird auch durch den 
Nachweis der mRNA in den 13 Glioblastomproben unterstützt. 
Obwohl bisher in Gliomen noch nicht beschrieben, ist von anderen Malignomen bekannt, dass im Rahmen 
der Ansammlung genetischer Fehler während der malignen Transformation auch sonst nicht kodierende 
DNA-Regionen translatiert werden können. Die Heterogenität solcher Tumore entwickelt sich auch, weil 
das Genom der Tumorzelle instabil ist, wodurch sich das Genotyp- und Antigen-Profil der Zellen verändert 
(Yang and Yang 2005). Mögliche Mechanismen sind die Aktivierung von alternativen ORFs, alternatives 
Splicing durch die Verwendung eines kryptischen Promoters oder Exon-Skipping mit konsekutivem 
„frameshifting“ (Wang and Rosenberg 1996, Liu, Cartegni et al. 2001, Yan, Phan et al. 2004). Eine weitere 
Möglichkeit wäre das Vorhandensein bzw. die Tumor-bedingte Aktivierung einer bisher noch nicht 
identifizierten IRES in der 5’ Region von OCC1, welche zur Translation des „Occ1Abnova-Proteins“ führt.    
In ähnlicher Weise könnte die Expression des Occ1Abnova diese Zelltransformation spiegeln. Insbesondere 
lagen die positiv gefärbten Glioblastom-Zellen in Gruppen, welche nach dieser Hypothese Klonen 
entsprechen könnten, mit Expression des alternativen Reading-Frames. Der seltene Nachweis dieser 
Reaktion in den untersuchten Glioblastomen weist dies aber eher als Epiphänomen aus, denn als 
zugrundeliegenden Pathomechanismus. 
Alternativ kann dieses Ergebnis, auch wenn das entsprechende als Immunogen eingesetzte Peptid zu 
keinem in der UniProt Datenbank dokumentierten menschlichen Protein homolog ist, einer bisher 
unbekannten Kreuzreaktion entsprechen, die zum immunhistochemischen Nachweis anderer Proteine 
führt. Dafür spricht auch sein reproduzierbarer Nachweis in den Granulozyten, auch im gesunden Gewebe. 
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Die nachgewiesenen positiv gefärbten ballonierten Zellen in den Glioblastomen können also mit 
Granulozyten fusionierten Makrophagen entsprechen, in denen einerseits das von den Granulozyten 
exprimierte „Occ1Abnova-Protein“, aber auch in größerer Menge das von den Phagozyten aus den 
Glioblastomzellen aufgenommene LUZP6 zu finden ist (Abbildung 27). 
Es ist anerkannt, dass aus Mikroglia aktivierte Makrophagen eine wichtige Rolle in der Entwicklung von 
Gliomen spielen. Des Weiteren wurde ihr Vorhandensein mit dem Grad des Glioms und der Rezidivrate 
korreliert (Yin, Valin et al. 2017). Es lässt sich also ein möglicher Mechanismus postulieren, nach welchem 
diese aktivierten Makrophagen, im Rahmen der begleitenden entzündlichen Reaktion, zu Zysten oder 
Mikroabszesse konfluieren, in welche der Zellinhalt einschließlich der aufgenommenen Tumorproteine 
freigesetzt wird. Somit kann der Nachweis von OCC1 aber auch LUZP6 in den Zystenflüssigkeiten durch 
Hoelscher et al. und Groll et al. erklärt werden. Zur genauen Identifikation des für die beobachtete 
Färbungsreaktion ursächlichen Proteins und dessen Zusammenhang mit den Granulozyten sowie eventuell 
einer möglichen Rolle in der Zystenbildung wird eine detaillierte biochemische Abklärung erforderlich. 
Hinsichtlich der Fragestellung dieser Arbeit dürfte das „Occ1Abnova-Protein“ jedoch, mit einem nach seiner 
Aminosäure-Sequenz theoretisch zu erwartendem Molekulargewicht von 9127 Dalton, eher nicht als 
Glioblastom-Protein ursächlich für die 6424 Dalton Proteinbande sein. Hinzu kommen die schwach 
ausgeprägten Färbeintensitäten und niedrigen relativen mRNA-Werte. 
LUZP6 
Für LUZP6 gab es zu Beginn dieser Arbeit keinen kommerziell erhältlichen Antikörper, so dass die Firma 
Abnova (Taiwan) mit der Herstellung von zwei Antikörpern, einen gegen den N-Terminus und einen gegen 
den C-Terminus des kodierten Proteins, sowie die Prüfung der Spezifizität gegen die immunogenen 
Sequenzen beauftragt wurde (custom made antibody). Erwähnenswert ist, dass LUZP6 bisher nur als  
mRNA-Transkript beschrieben worden war, so dass in der vorliegenden Arbeit erstmals der 
immunhistochemische Nachweis des vom LUZP6-Gen kodierten Proteins geführt wird. 
Da LUZP6 in der 3‘-nicht-translatierten Region des Myotrophin-Gens kodiert wird, und sich auf dem gleichen 
mRNA-Transkript und im selben Reading Frame befindet, unabhängig vom alternativen Splicing, muss eine 
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gleichzeitige Expression vom MTPN und LuzP6, z.B. auch im Sinne eines Fusionsproteins erwogen werden. 
Unter Berücksichtigung, dass zwischen beiden ORFs ca.  40 „in-frame“ Stop-Kodone vorliegen, scheint ein 
solches Phänomen zumindest durch ein Stop-Kodon „readthrough“ eher unwahrscheinlich (Xiong, Liu et al. 
2006). Eine zusätzliche immunhistochemische Färbung gegen MTPN könnte hier Aufschluss geben. 
Sowohl in den untersuchten Kontrollen als auch in den gefärbten Glioblastomen zeigte der Antikörper 
LUZP630-58 im Vergleich zu LUZP61-29 eine deutlich stärkere Färbungsreaktion, mit guter positiver Korrelation 
der Intensitäten. Diese Beobachtung ist mit der Hydrophilie-Analyse des Peptids nach der Kyte-Dolittle 
Methode vereinbar, nach welcher der C-Terminus des LUZP6-Proteins eine erhöhte Antigenität erwarten 
lässt (Xiong, Liu et al. 2006). Darüber hinaus zeigten beide Antikörper im Wesentlichen die gleiche 
Färbungsspezifität. Ausnahme ist die Membrana elastica interna von größeren Arterien, welche nur mit 
LUZP630-58 gefärbt wurde (Abbildung 9). 
Eine mögliche Erklärung hierfür könnte die aktuell unbekannte tertiäre Struktur des Endproteins ggf. als 
Baustein von Protein-Polymeren sein, aufgrund welcher verschiedene Epitope unterschiedlich zugänglich 
für die Antikörper wären. In diesem Zusammenhang können auch weitere mögliche posttranslationale 
Modifikationen des sezernierten Proteins die unterschiedliche Reaktion intrazellulär und in der Membrana 
elastica interna erklären. Zur definitiven Abklärung dieses Phänomens ist aber die weitere biochemische 
Analyse des Proteins erforderlich. Zusätzlich kann die Untersuchung weiterer Gewebetypen Hinweise auf 
seine mögliche Funktion ergeben. 
In den untersuchten Glioblastomen konnte LUZP6 immunhistochemisch in der Mehrheit der gefärbten 
Präparate nachgewiesen werden, vor Allem zytoplasmatisch. Die RT-qPCR war ebenfalls positiv für LUZP6. 
Obwohl das Ergebnis der Expressionsanalyse theoretisch der Expression von Myotrophin entsprechen kann, 
da sich LUZP6 auf der gleichen mRNA befindet, oder sogar – aufgrund der fehlenden Introns - durch eine 
genomische DNA-Kontamination hätte verursacht sein können, erlaubt die Kombination der 
Immunhistochemie mit der RT-qPCR diese Ergebnisse als Nachweis der stattfindenden Expression von 
LUZP6 auf Proteinebene zu interpretieren. Darüber hinaus wäre auch der Nachweis von MTPN oder eines 
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MTPN-LuzP6 Fusionsproteins von pathophysiologischem Interesse. Das Fusionsprotein müsste jedoch bei 
der Einschleusung in die Tumorzyste aufgespalten werden, um die 6424 Dalton Bande zu erklären. 
Neben dem zytoplasmatischen Nachweis konnte bei einigen Glioblastom-Zellen auch eine nukleäre 
Färbungsreaktion beobachtet werden. Eine mögliche Funktion von LUZP6 ist bisher nicht bekannt. Die 
Färbung der Lamina elastica interna, sofern diese keine Kreuzreaktion ist, kann ein Hinweis auf eine 
strukturelle Funktion von LUZP6 sein. In Anbetracht jedoch des zum Teil auch intranuklearen Nachweises 
und des Vorliegens einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) vor der kodierenden Sequenz von 
LUZP6 scheint hier eher eine regulatorische Rolle des Proteins auf Mechanismen der Zellproliferation oder 
der Genexpression vorzuliegen, sowohl im normalen Gewebe, wie z.B. in der Parotis, als auch in der  
Pathophysiologie von Tumoren. 
IRES sind cis-wirkende RNA Sequenzen, welche die direkte Bindung an der 40S Untereinheit der Ribosomen 
und den Beginn der Proteinsynthese von einem Start-Kodon ermöglichen  (Schwab, Shugart et al. 2004). 
IRES wurden sowohl in viralen als auch in eukaryotischen mRNAs beschrieben, häufig in essentiellen 
mRNAs, wo sie vor regulatorischen Proteinen kodieren, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, 
Wachstumsfaktoren oder Protein-Kinasen (Bonnal, Boutonnet et al. 2003, Stoneley and Willis 2004). Des 
Weiteren scheint die Aktivität von IRES durch mitotische Signale, Hypoxie oder andere essentielle 
Signalkaskaden (z.B. PI3K-Signalweg) moduliert zu werden (Stoneley, Chappell et al. 2000, Kobayashi, Saeki 
et al. 2003). Solche Mechanismen wurden bereits auch in Gliomen beschrieben (Yang, Hu et al. 2015). Ein 
weiterer Hinweis darauf, dass LUZP6 ein potentieller regulatorischer Faktor der Zellproliferation und 
Differenzierung ist, ergibt sich aus der Sequenz des kodierten Proteins. Insbesondere sind zwei 
überlappende Regionen von LUZP6 (Aminosäuren 17-38 und 24-45) identisch mit dem Leucin-Zipper 
Muster, welches Dimere mit Transkriptionsfaktoren und anderen zellulären regulatorischen Proteinen 
bildet (Landschulz, Johnson et al. 1988, Xiong, Liu et al. 2006). 
Nachweis der Proteine 
Zusammenfassend konnten immunhistochemisch alle drei Kandidatenproteine, mit verschiedener 
Häufigkeit und unterschiedlicher Färbungsintensität in Glioblastomen nachgewiesen werden, und könnten 
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somit die 6424 Dalton Protein-Bande aus der SELDI-TOF Arbeit von Hoelscher et al. begründen. Im Vergleich 
konnte in der absoluten Mehrheit der untersuchten Glioblastome LUZP6 nachgewiesen werden, dessen 
immunreaktiver Score statistisch signifikant höher als für die anderen Proteine war. Des Weiteren zeigten 
auch manche niedrig-gradige Astrozytome eine positive Färbungsreaktion für LUZP6. Somit kann LUZP6 als 
potenzieller Tumor-Marker für Gliome betrachtet werden. Hierfür wäre zunächst aber die Bestimmung 
seiner Spezifität erforderlich, sowie die prospektive Untersuchung eins größeren Kollektiven zur Klärung 
einer möglichen Korrelation mit dem Stadium der Erkrankung bzw. dem Ansprechen auf die Therapie. 
Erwähnenswert bleibt, dass der Färbungsscore und die mRNA-Expression relativ zum Referenz-Gen für alle 
Proteine in den 13 untersuchten Proben keine Korrelation zeigten. Die Menge der transkribierten mRNA ist 
also nur ein einzelner der Faktoren, welche die endgültige Expression eines Proteins und sein 
Vorhandensein in der Zelle bestimmen, wobei die immunhistochemische Reaktion zusätzlich von der 
jeweiligen Immunogenität des Proteins bestimmt wird (Silva and Vogel 2016). Somit unterstützt das 
Ergebnis der RT-qPCR die These, dass die immunhistochemisch gezeigte Expression der Proteine durch eine 
in den Glioblastomzellen stattfindende Biosynthese entstehen kann, auch bei fehlender linearer 
Korrelation.  
Trotz der möglichen unterschiedlichen Behandlung der Vorgänger-Proben im Vergleich zu denen jüngeren 
Datums, hinsichtlich Transport- und Lagerungszeit sowie der nicht auszuschließenden geminderten 
Antigenität der älteren histologischen Gewebeproben, konnten in dieser Arbeit nur selten Unterschiede 
demonstriert werden. Ausnahme war C12orf75, dessen positive immunhistochemische Reaktion statistisch 
signifikant häufiger in den aktuellen Proben zu finden war. Die Analyse des Färbungsscores in den beiden 
Gruppen erbrachte jedoch keine signifikanten Unterschiede. Mit einem medianen IRS-Score, welcher knapp 
an der festgelegten Grenze der Positivität lag, spiegelt der beobachtete Unterschied am ehesten den 
semiquantitativen Charakter der individuellen lichtmikroskopischen Auswertung. 
Die zystische Morphologie der Tumore, die Unterscheidung zwischen Erst-Glioblastomen und Rezidiven, 
oder das Vorhandensein eines methylierten MGMT-Promoters zeigten ebenfalls keinen Einfluss auf die 
Proteinexpressions-Muster. Es war, aufgrund der kleinen Anzahl der IDH mutierten Tumore, keine 
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statistisch belastbare Analyse nach Unterschieden der Protein-Expression zwischen IDH-mutierten und IDH 
Wildtyp GBMs möglich. Aufgrund jedoch der prognostischen Wichtigkeit einer IDH Mutation, welche auch 
in der aktualisierten WHO Klassifikation gespiegelt wird, ist die Untersuchung größerer Kollektive sinnvoll 
und notwendig. 
In Zusammenschau des in der vorliegenden Arbeit erfolgten Nachweises von ApoC1, C12orf75, LuzP6 und 
Occ-1 in Glioblastomen als Proteine und auf mRNA-Ebene, mit den bereits verfügbaren Hinweisen auf 
mögliche Rollen dieser Proteine in der Tumorbiologie anderer Malignome, eröffnen sich experimentelle 
Ansätze zur Pathophysiologie, metabolischen Regulation und Biomarker-Entwicklung bei neuroepithelialen 
Tumoren. 
 
  
 
P. Evangelou - Immunhistochemischer Nachweis der Proteine ApoC1, LuzP6 und Occ1 in Glioblastomen 
 
- 87 - 
Stellungnahme zur Aufgabenstellung und Ausblick 
Ziel dieser Dissertation war die Abklärung des für die 6424 Dalton Proteinbande ursächlichen Proteins in 
Zystenflüssigkeit zystischer Glioblastome. Gemäß der initialen Planung wurden für LUZP6 zwei custom-
made Antikörper konzipiert und erworben. Für diese, sowie für die kommerziell erhältlichen Antikörper, 
wurden in Anbetracht der aktuellen Literatur Gewebetypen ausgesucht, anhand welcher die 
Färbungsprotokolle etabliert wurden. Diese zeigten eine spezifische und reproduzierbare Färbungsreaktion 
bei den positiven Kontrollen. Anschließend erfolgte die immunhistologische Untersuchung von 50 
Patienten mit diagnostiziertem Glioblastom. Des Weiteren wurden 13 von den Proben, deren mRNA 
verfügbar war, für die Expression der Proteine untersucht. In Anbetracht der immunhistochemischen 
Ergebnisse scheinen ApoC-1, LUZP6 und C12orf75 im Glioblastom vorhanden zu sein. Dieses Ergebnis wird 
durch den mRNA Nachweis aller der Proteine unterstützt. Somit konnten alle festgelegten Ziele erreicht 
werden und die initiale Fragestellung beantwortet werden.  
Hervorzuheben ist der immunhistochemische Nachweis von LUZP6, sowohl im Glioblastom als auch in 
gesundem Parotis-Gewebe, welcher erstmalig in dieser Arbeit geführt wurde. Insbesondere bei den 
Glioblastom-Proben konnte eine sehr hohe Sensitivität beobachtet werden, so dass LUZP6 als möglicher 
Tumormarker in Betracht kommt. Es muss jedoch durch die Untersuchung von weiteren Gewebetypen, und 
vor Allem weiterer ZNS Tumore, seine Spezifität für Glioblastome ermittelt werden. Die Bestimmung des 
LUZP6 Serum-Spiegels im Vergleich von GBM Patienten zu gesunden Probanden sollte es ermöglichen, die 
Eignung von LUZP6 als Serum-Biomarker abzuklären. Aufgrund der Lokalisation des LUZP6 in Bezug auf 
Myotrophin ist die Abklärung einer möglichen Koexpression beider Gene, beispielsweise als Fusionsprotein, 
sinnvoll. 
Auch der Nachweis von OCC1Abnova ist zu unterstreichen, dessen Aminosäuresequenz keinem bisher 
bekannten menschlichen Protein entspricht. Zunächst sollten die positiven Granulozyten weiter 
differenziert werden. Dabei können Methoden, wie die Durchflusszytometrie mögliche Subpopulationen 
identifizieren.  
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Sowohl für LUZP6 als auch für OCC1Abnova, ist es empfehlenswert weitere gesunde Gewebeproben zu 
untersuchen. Die Analyse der Expression aller Proteine in weiteren ZNS Tumoren des Erwachsenen- oder 
des Kindesalters, wie z.B. niedergradige Gliome, Meningeome, Ependymome, oder Medulloblastome wird 
Hinweise auf Funktionen im normalen zentralen Nervensystem bzw. in der Onkogenese ergeben.  
Da das Hauptziel dieser Arbeit die Untersuchung der Expression von vier Proteinen war, welche bisher in 
Gliomen noch nicht immunhistochemisch nachgewiesen waren, wurden Proben von Patienten mit 
Glioblastomen eingeschlossen, unabhängig von Lokalisation, Größe oder Vollständigkeit der Resektion, 
postoperativer Therapie oder molekularbiologisch integrierter Diagnose. Aus dieser Heterogenität entsteht 
eine Limitierung bezüglich der Analyse prognostischer Aussagen in Abhängigkeit vom Vorhandensein der 
Proteine. Entsprechend blieb eine Korrelation mit anderen wichtigen molekularen Markern des 
Glioblastoms nicht nachweisbar (Tabellen 14 und 15). Zur Abklärung dieser Fragen muss die prospektive 
Untersuchung größerer Patientenkollektive erfolgen. 
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Einführung 
Das Glioblastom (GBM) ist bei Erwachsenen der häufigste Primärtumor im Gehirn und wird durch ein 
schnelles und sehr aggressives Wachstumsmuster charakterisiert. Trotz optimaler Behandlung zeigt es eine 
überproportionale Mortalität und Morbidität. Es ist deswegen dringend erforderlich, das weitere 
Verständnis der pathophysiologischen Vorgänge dieser Krankheit zu fördern, mit dem Ziel, die Entwicklung 
von neuen, effektiveren Therapien zu ermöglichen.  Eine Möglichkeit besteht in der proteomischen Analyse 
der Tumoren. In diesem Rahmen war in der Flüssigkeit zystischer Glioblastome mit der SELDI-TOF 
Massenspektroskopie unter anderem eine Protein-Bande mit dem Molekulargewicht von 6424 Dalton 
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dargestellt worden, welche im Liquor gesunder Patienten nicht nachweisbar war. Als ursächlich für diese 
Bande kommen drei Proteine in Frage, Apolipoprotein C-1 (ApoC-1), Leucine Zipper Protein 6 (LUZP6) und 
overexpressed in colon carcinoma-1 (OCC1), deren Vorhandensein im Glioblastom in der vorliegenden 
Arbeit untersucht werden soll. 
Das Apolipoprotein C-1 wird vom Gen APOC-1 im Chromosom 19q13.32 kodiert. Es ist ein Lipoprotein und 
hat eine gut beschriebene Funktion im Lipidmetabolismus. Neben den Hepatozyten wird das Protein aber 
auch in aktivierten Makrophagen exprimiert und scheint eine regulatorische Rolle bei apoptotischen 
Mechanismen zu haben. Zusätzlich wird eine mögliche onkogenetische Wirkung diskutiert und das Protein 
wurde als möglicher Biomarker für bestimmte Karzinome vorgeschlagen. Darüber hinaus wurde in letzter 
Zeit eine mögliche Rolle von ApoC-1 bei Gedächtnisfunktionen und beim Mb. Alzheimer postuliert.  
OCC1 (oder AGD3) wird vom c12orf75 auf 12q13,3 kodiert. Die genaue Funktion ist noch unbekannt, es ist 
jedoch in menschlichen mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen worden und scheint eine Beziehung 
zur Proteinkinase A (PKA) und zum Wnt-Signalweg zu haben. Vermutlich im Zusammenhang mit einer 
solchen onkogenen Wirkung, wurde eine Überexpression von OCC-1 RNA im Kolonkarzinom beobachtet. 
Ein Zusammenhang mit dem Glioblastom ist bisher nicht beschrieben.  
Leucine Zipper Protein 6 (LUZP6 oder MDP6) ist ein Protein unklarer Funktion, welches in der nicht 
translatierten 3’ Region des Myotrophin-Gens auf 7q33 kodiert wird. Es wird eine immunogene Wirkung in 
myeloproliferativen Erkrankungen und bei Prostata-Karzinom nach Therapie mit Interferon Alpha 1 
postuliert, LuzP6 wurde aber bisher nur als mRNA Transkript nachgewiesen. 
Aufgabenstellung und Methoden 
Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung des für die 6424 Dalton Bande ursächlichen Proteins, das in der 
Zystenflüssigkeit zystischer Glioblastome vorliegt. Dafür wurden Gewebe-Präparate von zystischen und 
nicht-zystischen Glioblastomen mittels indirekter Immunhistochemie untersucht. Für die Bestimmung von 
ApoC-1 C12orf75 und OCC-1 wurden kommerziell erhältliche Antikörper ausgewählt. Für OCC-1 wurde ein 
Antikörper gegen ein synthetisches Peptid eines verschobenen Reading-Frames gewählt (OCC1Abnova), 
zusätzlich ein zweiter Antikörper gegen das Protein C12orf75. Für LUZP6 wurden zwei „custom-made“-
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Antikörper entworfen, bei dem Unternehmen Abnova in Taiwan bestellt und eigens für die Arbeit 
hergestellt. Immunogen für den ersten Antikörper (LUZP61-29) waren die 29 „vorderen“ Aminosäuren des 
N-Terminus des Peptids und für den zweiten (LUZP630-58) die „hinteren“ 29 Aminosäure des C-Terminus. Zur 
Auswertung wurde ein semi-quantitativer immunreaktiver Färbungs-Score verwendet, welcher die 
Intensität der Färbung in den positiven Zellen sowie deren Anzahl im untersuchten Gewebe berücksichtigt.  
Zunächst erfolgte die Etablierung der Färbungen, einschließlich der Auswahl von positiven Kontrollen und 
anschließend wurden 50 Glioblastom-Präparate und einige weitere, teils niedergradige Gliome untersucht. 
Zur weiteren Abklärung der Gen-Expression dieser Proteine wurde mittels real-time quantitative-PCR das 
Vorhandensein der entsprechenden mRNAs in einer Subgruppe von 13 Glioblastomen zusätzlich bestimmt. 
Sekundäre Ziele der Arbeit waren die Untersuchung der Unterschiede der Expression der Proteine in den 
Glioblastomen, sowie deren Korrelation mit weiteren neuropathologischen Parametern, wie MGMT-
Promotorstatus und IDH-Mutation.  
Ergebnisse 
Im Rahmen der Etablierung der Färbungen wurden Lebergewebe als positive Kontrollen für ApoC-1, 
Nierenproben für c12orf75, Parotis Gewebe für LUZP61-29 und LUZP630-58, und Milz-Präparate für OCC1Abnova 
eingesetzt. Bereits bei der Etablierung der Färbungen zeigte LUZP630-58 eine stärkere Färbungsreaktion als 
LUZP61-29, bei weitgehend übereinstimmender Färbereaktion in Bezug auf das Gewebe. Ausnahme war die 
Membrana elastica interna muskulärer Arterien, welche lediglich mit LUZP630-58 gefärbt wird. 
Immunhistochemisch konnte ApoC-1 in 50% der Glioblastome nachgewiesen werden mit einem medianen 
Färbungs-Score von 2,5, c12orf75 in 36% der Proben (medianer Score = 2), LUZP61-29 in 92% (medianer 
Score = 6), LUZP630-58 in 94% (medianer Score = 9) und OCC1Abnova in 12% (medianer Score = 1). Die Färbung 
von ApoC-1 und c12orf75 war homogen zytoplasmatisch. LUZP6 hingegen zeigte neben einer starken 
zytoplasmatischen Färbung der positiven Zellen oft auch eine starke nukleäre Färbungsreaktion. Der 
LUZP630-58 Antikörper zeigte insgesamt eine höhere Färbungsintensität als LUZP61-29, bei bestehender 
positiver linearer Korrelation der beiden Färbungen (Spearman’s ρ=0,53, p<0,01). Die Scores für die 
weiteren Färbungen zeigten untereinander keine signifikante Korrelation.  
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Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen zystischen und nicht-zystischen Glioblastomen, 
Erst-Glioblastomen oder Redizivtumoren, bzw. in Bezug auf das Vorhandensein eines methylierten MGMT-
Promoters oder einer IDH Mutation.  
Die Expressionsanalyse der vier zugehörigen Gene in einer Subgruppe von 13 Glioblastomen mittels RT-
qPCR demonstrierte eine mittlere Expression des ApoC-1 von 36,13 (±17,29), des LUZP6 von 23,32 (±6,28), 
des c12orf75 von 2,88 (±1,42) und des OCC1Abnova von 0,84 (±0,41) relativen Einheiten (Kruskal-Wallis χ2 = 
39,89, df =3, P<0,01). Die Post Hoc Analyse demonstrierte einen statistisch signifikanten Unterschied 
zwischen der Expression von ApoC-1 und OCC1Abnova (p<0,05) und zwischen ApoC-1 und c12orf75 (p<0,05) 
sowie zwischen LUZP6 und c12orf75 (p<0,05) und LUZP6 und OCC1Abnova (p<0,05). Die entsprechenden 
Färbungs-Intensitäten der Immunhistochemie korrelierten nicht mit der relativen mRNA-Expression der 
Gene. 
Diskussion 
In den Arbeiten zur vorliegenden Dissertation wurde erstmalig das Protein LUZP6 immunhistochemisch in 
menschlichen Zellen nachgewiesen, verbunden mit dem Nachweis seiner RNA aus Präparaten von humanen 
Glioblastomen. Der korrespondierende  immunchemische Nachweis der maturen Peptidsequenz und der 
RNA in allen 13 der zusätzlich mittels RT-qPCR untersuchten Glioblastomproben erlaubt die Interpretation, 
dass das Protein LuzP6 in humanen Glioblastomen synthetisiert wird. 
Des Weiteren konnte mittels der Kombination aus Immunhistochemie und RT-qPCR auch die Expression 
von ApoC-1, c12orf75 und Occ1 im Glioblastom gezeigt werden, jedoch mit deutlich geringerer Häufigkeit 
und Färbungsintensität als für LuzP6. Hierbei stellen ApoC1 und c12orf75 physiologische Proteine dar, 
deren Vorkommen in Astrozyten, Neuropil und Gefäßendothel bereits bekannt waren, und somit auch das 
Auftreten im Glioblastom mitbegründen können.  
Ein unerwartetes Ergebnis lieferte jedoch die Bestimmung des Proteins Occ1. Seine Beschreibung beruht 
auf der irrtümlichen Wahl eines DNA reading frames, der gemäß Literatur physiologischerweise nicht 
genutzt wird. Occ1 ließ sich reproduzierbar und mit großer Färbeintensität in Granulozyten nachweisen. 
Die in einigen Präparaten zu beobachtende Kolokalisation des Occ1 mit LuzP6 in Glioblastom-Riesenzellen 
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und sein Fehlen in nicht-zystischen Glioblastomen weist auf eine Rolle makrophagozytärer Mikroglia bei 
der Entstehung von Glioblastomzysten im Sinne einer Gewebsdegradation hin. 
Die Fragestellung dieser Arbeit kann dahingehend beantwortet werden, dass alle vier untersuchten 
Proteine in Glioblastompräparaten vorkommen und somit in der Zystenflüssigkeit zystischer Tumoren 
vorliegen können. Häufiger und mit einer signifikant stärkeren Färbungsreaktion wird das Protein LUZP6 
nachgewiesen, das somit der wahrscheinlichste Kandidat ist, um zur Generierung der 
Massenspektrometrie-Bande bei 6424 Dalton beizutragen. 
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